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Le docteur Adrien Loir, neveu et éléve de Pasteur, vient de 
mourir. 

Né a Lyon le 15 décembre 1862, Adrien Loir entra en 1882 
au laboratoire de Pasteur ot: il assura la préparation des vac- 
cins du rouget du pore et du choléra des poules. En 1&&8, alors 
qu il était préparateur de Duclaux au laboratoire de Microbio- 
logie de la Sorbonne, Pasteur lui confia la mission d’étudier, 
en Australie, les moyens de détruire, avec le microbe du cho- 
léra des poules, les lapins qui pullulaient dans ce pays. Au 
cours d’une deuxiéme mission, elfectuée en 1889, il installa a 
Sydney un Institut Pasteur qu'il dirigea jusqu’en 41893. I] 
s'occupa de la prophylaxie de la rage, de la péripneumonie 
des bovidés et, surtout, du charbon bactéridien qui causait 
chaque année la mort de plus de 300.000 moutons. Dans le 
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laboratoire que le Gouvernement australien avait aménagé a 
Rodd Island dans la baie de Sydney, il prépara les deux vac- 
cins anticharbonneux de Pasteur ; dés la premiére année, 
aprés une expérience trés démonstrative, il fit appliquer la 
méthode pastorienne sur 400.000 ovins. 

En 1893, Loir était envoyé en Tunisie par Pasteur et 
Duclaux, sur ja demande du Résident général, pour étudier la 
fermentation des vins. Peu aprés son arrivée a Tunis, il y 
fondait un Institut Pasteur dont il fut Vanimateur jusqu’en 
1902. C’est notre regretté collégue le docteur Charles Nicolle 
qui lui succéda. 

Appelé en Rhodésie en 1902 pour lutter contre la rage, 
Loir créa un Institut Pasteur & Buluwayo. En 1906, il fut 
chargé d’une mission au Canada ; pendant son séjour 4 Ottawa, 
il fut nommé professeur de biologie et de pathologie générale 
a la Faculté de Médecine de Montréal. Il rentrait en France en 
1908 et, la direction du Bureau d’Hygiéne du Havre étant 
devenue vacante, M. Roux le proposait pour occuper ce poste. 

Dans cette ville, ot: il résida jusqu’é sa mort, Loir consacra 
toute son activité, son dévouement et son savoir aux ceuvres 
d’hygiéne, de protection de l’enfance, de prophylaxie des mala- 
dies infectieuses et d’enseignement. 


TRANSMISSION 
DE L’INFECTION A BACILLE DE WITHMORE 
PAR INSECTES PIQUEURS 


1. — MALADIE EXPERIMENTALE DU COBAYE 


par Ggeorces BLANC et Marce, BALTAZARD *. 


(Unstitut Pasteur du Maroc, Casablanca.) 


Stanton et Fletcher, étudiant une épizootie 4 bacille de 
Withmore de rats sauvages (Mus griseiventer), admettent que 
la maladie est transmise par voie buccale, mais n’écartent pas 
Ja possibilité de transmission occasionnelle par insectes 
piqueurs ; ils restent toutefois prudents dans leur affirmation, 
car, disent-ils, « We have not been able to prove that this is 
so » (4). Plus tard, Pons, faisant une étude générale de la 
mélioidose, écrit : « Il serait désirable que des expériences 
soient entreprises pour éliminer, d’une facon absolue, l’idée 
du rédle possible de certains insectes hématophages, car le 
germe est pathogéne a lTunité comme le bacille de la 
peste » (2). 

Nous avons eu l’occasion, & Casablanca, d’observer un cas 
de mélioidose originaire d’Indochine et d’instituer une série 
de recherches sur le bacille de Withmore (3). 

Nos premiers essais de transmission par insectes piqueurs 
nous ont donné des résultats extrémement nets, permettant 
d’affirmer que le bacille de Withmore est aussi facilement 


* Communication présentée A l’Association des Microbiologistes de 
Langue Frangaise, séance du 8 janvier 1942. 

(1) Sranron (A. T.) et Frercuer (W.). Bull. Inst. med. res., Federated 
Malay States, 5, 1934, p. 2. 

(2) Pons (R.). Bull. Soc. Path. exot., 23, 1930, p. 210. 

(3) Nous remercions nos confréres militaires Faure et Bru qui nous 
ont signalé ce cas et donné la souche de Withmore qu/ils avaient 
isolée. 
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transmis par la puce du rat aux rongeurs que le bacille pes- 
teux et que, de plus, il est également transmissible par le 
Stegomyia [Aedes aeqyplr| (4). 

Nos expériences ont porté, jusqu’éa présent, sur le cobaye et 
le nombre d’animaux que nous avons pu infecter par piqures 
nous permet de tracer le tableau clinique et anatomo-patho- 
logique de Vinfection ainsi obtenue. 

Les essais d’infection du cobaye par piqtres de puces de 
rat (Xenopsylla cheopis), ont été faits selon deux modes dit- 
{érents : ou bien les animaux neufs étaient introduits dans des 
cuves contenant plusieurs milliers de puces infectées, méthode 
qui ne peut permettre d’éviter les causes de contamination par 
d’autres voies ; ou bien ils étaient piqués par quelques cen- 
taines de puces infectées seulement, contenues dans un tube 
Borrel fermé par une soie A bluter fine. Le tube était appliqué 
sur la paroi ventrale épilée, deux fois par jour pendant trois 
a cing jours ; le plus souvent, les séances de piqtres étaient 
arrétées dés Vapparition d’un ganglion inguinal perceptible, 
de la taille approximative d’un grain de blé. Dans plusieurs 
cas, il ne fut fait qu’une seule séance de piqtres. Cette méthode 
évite toute cause secondaire de contamination, y compris la 
souillure de la peau par les déjections qui sont retenues par 
la soie a bluter. 

Pour les essais de transmission par piqures de Stegomyia, 
nous avons opéré de la facon suivante : dans une cage a parois 
prillagées, contenant une centaine de Slegomyia femelles, on 
introduisait deux fois par jour un cobaye inoculé avec du 
bacille de Withmore. Un vase en terre poreuse, rempli d’eau 
et bouché au coton hydrophile assurait humidité nécessaire 
et offrait aux imsectes un lieu de ponte commode et sans 
danger. Les cages étaient maintenues A l’obscurité. Au total, 
3 cobayes infectés furent successivement utilisés pendant onze 
jours pour nourrir et infecter les Slegomyia. Deux cobayes 
neuls furent ensuite successivement attachés sur le dos, dans 
la cage, le ventre 6pilé, deux fois par jour pendant une heure. 

Au total, 23 cobayes ont pu étre infectés, dont 12 par 


(4) Branc (G.) et Banrazanp (M.). C. R. Acad. Sc., 243, 1941, pe o4t- 
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piqires de Xenopsylla cheopis en tubes Borrel, 9 par piqtires 
de Xenopsylla cheopis en cuve et 2 par piqtres d’Aedes 
aegyplt. Toutes les infections furent mortelles. La symptoma- 
tologie présentée par tous ces animaux est sensiblement la 
méme. Les piqtres infectantes provoquent sur la peau des 
Iésions purulentes et érosives avec ganglion correspondant. 

Chez les cobayes infectés dans les cuves et piqués sur toute 
la surface du corps, ces lésions sont en général réparties en 
de nombreux points de la peau (fig. 4 et 2). De véritables 
abcés peuvent se former sous la peau, au niveau des piqtres, 
correspondant par un tractus purulent 4 un ganglion lui-méme 
purulent. 

Chez les cobayes infectés par pigtires de puces en tubes 
Borrel, les nodules suppurés sont limités 4 la surface couverte 
par le tube, en liaison avec des ganglions hypertrophiés et 
abcédés (fig. 3). 

Chez les cobayes infectés par piqutres de Slegomyia, les 
lésions purulentes étaient limitées a la paroi ventrale, seule 
épilée, avec un ou plusieurs gros ganglions inguinaux sup- 
purés (fig. 4). 

Suivant le nombre et la répartition des piqtres, on observe 
un nombre plus ou moins grand de ganglions hypertrophiés. 
Les cobayes maintenus en cuve peuvent faire une adénite 
étendue aux ganglions cervicaux, axillaires et inguinaux. 
Les cobayes piqués a travers la soie 4 bluter du tube Borrel 
font, le plus souvent, une adénite inguinale gauche, le tube 
étant, en général, appliqué sur le coté gauche de la paroi 
ventrale ; si l’application a été faite en position médiane, 
ladénite sera bilatérale. En général, c’est au troisiéme ou 
quatriéme jour de la piqure que le ganglion inguinal du cété 
piqué devient perceptible au palper ; il a, & ce moment, la 
erosseur d’un grain de blé, puis augmente rapidement, passant 
en quelques jours du volume d’un pois chiche a celui 
d’une amande, et pouvant atteindre le volume d’une grosse 
noix (fig. 5). | 

L’apparition de l’adénite coincide avec une ascension ther- 
mique brusque, qui se produit, en général, au troisiéme jour. 
La température ateint 40°5-41° et méme 41°5, puis retombe 
en général & 40°53 environ et se maintient alors en plateau 
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avec quelques poussées lébriles au-dessus de 41° sans jamais 
descendre au-dessous de 40° (fig. 6, 7 et 8). Ce plateau fébrile 
persiste jusqu’a la mort précédée d’une brusque chute de 
température au moment de l’agonie. 

Au moment de l’ascension thermique et de l’apparition de 


Ieee, 


x 


Fic. 4 et 2. — Lésions & différents stades d’évolution chez un cobaye 
mort aprés huit jours de séjour dans une cuve de Xenopsylla cheopis. 


Vadénite, le bacille de Withmore passe dans le sang. L’hémo- 
culture par ponction du coeur et ensemencement en bouillon 
d’une quantité méme importante de sang (1/2 4 1 cent. cube) 
demeurant constamment négative, c’est par le procédé du 
xénodiagnostic que cette septicémie a pu ¢tre mise en évidence. 
Des lots de puces neuves, a jeun, mis a piquer sur des cobayes 
A ce stade de la maladie, ont permis d’isoler Je virus le jour 
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Fig. 3. — Cobaye piqué une seule fois par Xenopsylla cheopis en tube Borrel. 


Lésions limitées a la surface d’apposition du tube, bubons inguinaux droit et 
gauche correspondants. 
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méme de ascension thermique et de l’apparition du ganglion. 
Chez le cobaye mort de l’infection, il est de régle d’isoler faci- 
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1G. 4, — Lésions cutanées et ganglions correspondants 
chez un cobaye piqué par Aedes aegypli. 


lement le bacille de Withmore des ganglions, de la rate et 


du sang. Dans un cas, cependant, ott la maladie fut trés 
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Fic. 5. — Organes de cobayes infectés par piqures de puces. 1, rate avec 
abcés (poids 2 gr. 800); 2, rate normale; 3, ganglion inguinal (poids 8 gr. 500); 
4, poumons avec abeés nodulaires de taille moyenne; 5, poumons avec abcés 
miliaires de type granuleux et gros abcés intéressant tout le lobe supérieur 
gauche; 6, poumons avec abcés nodulaires de petite taille. 
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longue (fig. 8), les cultures de la rate et du sang demeu- 
rerent négatives, alors que le bacille avait pu é¢tre mis en 
évidence dans le sang par xénodiagnostic au début de la 
maladie. La rate de ce cobaye était lisse et A peine augmentée 
de volume. 

La maladie, toujours mortelle, dure de quatre & douze jours 
en moyenne. Sur les animaux piqués dans les cuves, nous 
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Fic. 6. — Type de”courbe de cobaye infecté par piqures de puces en tube 
Borrel. Incubation courte. Mort rapide. Le xénodiagnostic, négatif avant 
Vapparition de l’adénite et de la fiévre, devient ensuite positif. En pointillé, 
courbe de croissance du ganglion en centimétres de diamétre. 


avons noté une fois treize jours ; sur ceux piqués par les puces 
en tube Borrel une fois treize jours, une fois seize et une fois 
vingt-neuf jours. Les cobayes piqués par les Stegomyta sont 
morts respectivement en dix et dix-huit jours 

A Vautopsie des animaux, nous avons relevé vingt et une 
fois sur vingt-trois un tableau anatomo-pathologique a peu 
pres uniforme. 

Les ganglions correspondants aux lésions cutanées sont 
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toujours trés gros et purulents, riches en bacilles de With- 
more ; ils sont multiples lorsque l’animal a été piqué sur tout 
le corps (cas des cobayes en cuve) : dans un cas, nous avons 
observé un énorme abcés sous-maxillaire tout a fait du type 
de celui que provoque le streptobacille de Vinzent. On ne 
trouve jamais d’adénite viscérale (ganglions médiastinaux, 
mésentériques ou sous-lombaires). Une seule fois, nous avons 
trouvé de nombreux abcés sur le mésentére. 


COBAYE 6 77.57 


MORT LE 12/10 


“CULTURE ORGANES 
POSITIVE 


Fic. 7. — Type de courbe de cobaye infecté par piqures de puces en cuye: 
En pointillé, courbe de croissance du ganglion en centimétres de diamétre. 


La rate est toujours grosse. Elle peut peser prés de 
3 grammes, mais n’atteit jamais le volume de la rate pes- 
teuse. Fréquemment (treize fois sur vingt et une), elle est 
parsemée d’abcés plus ou moins gros, le plus souvent du type 
miliaire. Elle peut cependant étre grosse, lisse et ne pas pré- 
senter d’abcés macroscopiques. 

Le foie est gros, marbré, plus ou moins atteint de dégéné- 
rescence graisseuse, les lobes qui parfois se dessinent nette- 
ment lui donnent un aspect en mosaique. 

Les poumons sont aussi fréquemment porteurs d’abces 
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(quatorze fois sur vingt et une), du type des nodules pesteux, 
ce qui est la forme la plus courante ; parfois, cependant, ces 
abcés sont trés volumineux, occupant presque tout un lobe 
du poumon. S’il n’y a pas d’abeés pulmonaires, il y a tou- 
jours de nombreux points d’infarctus. 

Les reins sont gros, sans abceés, les surrénales STOSSeS, 
congestionnées, mais toujours sans abcés. 

Du poumon, de la rate, du pus des bubons, on isole en 
général un bacille de Withmore du type plissé. 

Dans 2 cas, nous avons obtenu chez le cobaye une infection 
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Fic. 8. — Courbe d’un cobaye infecté par piquires de puces en tube Borrel. 
Incubation courte. Infection trés longue. Xénodiagnostic positif au début de 
Vinfection. Disparition du germe @ la période terminale. En pointillé, courbe 
de croissance du ganglion en centimétres de diaméetre. 


d’un type différent. Ces 2 cobayes avaient été mis dans une 
cuve contenant des Xenopsylla cheopis infectées par piqtres 
sur cobayes inoculés de bacille de Withmore, de la souche 
plissée, utilisée dans toutes nos expériences. L’un et l'autre 
moururent aprés dix jours de séjour dans la cuve avec la 
méme symptomatologie. Rate assez grosse dans un cas, nor- 
male dans l’autre mais lisse et sans abcés. Poumons normaux 
mais un peu congestionnés, sans abcés. Enfin, absence totale 
d’adénite. Seul, le foie était profondément lésé, il apparais- 
sait, dans les 2 cas, jaune, en mosaique, avec une intense 
dégénérescence graisseuse ; dans ces 2 cas, nous avons isolé 
de la rate et du foie un bacille de Withmore du type lisse. 
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L’examen microscopique des Iésions donne les résultats 
suivants (5) : 


Rate. — Structure histologique profondément bouleversée. 
Corpuscules de Malpighi : parfois nettement reconnaissables avec 


artériole centrale bien conservée mais 4 endothélium bourgeonnant et 
i paroi hyalinisée éosinophile. Les cellules du centre clair sont excep- 
tionnellement normales, le plus souvent avec noyau plus ou moins 
altéré, parfois pycnotique. 

Pulpe rouge : Sinus en général difficiles 4 délimiter, parfois cependant 
bordés de cellules endothéliales bourgeonnantes, ou endothélium réduit 
% une mince lamelle Gosinophile sans cellules reconnaissables. Les 
sinus sont fortement congestionnés ; ils contiennent, en plus des 
globules rouges, des lymphocytes, des cellules altérées 4 noyau pycno- 
lique, d’assez nombreuses cellules dégénérées caractérisées par une 


goutte protoplasmique hyaline fortement éosinophile avec noyau 


marginal plus ou moins altéré, en croissant de lune. 

Les cordons de Billroth ont, eux aussi, une structure bouleversée : les 
lymphocytes sont rares de méme, d’ailleurs, que les splénocytes. La 
réaction est constituée surtout par des cellules assez difficiles 4 classer, 
caractérisées par un protoplasma sombre, non granuleux, fortement 
basophile, & noyau pale, tantdt arrondi, tantot bourgeonnant, parfois 
en mitose avec réseau chromatinien gréle et grosses mottes aux points 
d’intersection. L’aspect de ces cellules d’assez grande taille est variable : 
certaines sont nettement plasmocytaires, d’autres se rapprochent des 
histiocytes, avec termes de passage entre ces deux formes extrémes ; il 
semble que leur origine soit commune, réticulaire. Pigment peu abon- 
dant avec quelques macrophages. Pas de réaction myéloide. 

Certaines cellules cordonnales et plus particulitrement des éléments 
4 protoplasma amiboide contiennent d’assez nombreux germes plus ou 
moins alltérés. Quelques amas microbiens libres dans les sinus. 

La charpente réticulée est, dans l’ensemble, peu touchée sauf au 
niveau des nodules nécrotiques ; elle n’est pas hyperplasique. 

Foie. — Espaces portes sensiblement normaux ainsi que les travées 
de Remak a leur voisinage. 

Par contre, Iésions importantes d’hépatite parenchymateuse dans 
toute la zone centro-lobulaire : dislocation des travées, clarification 
cellulaire allant parfois jusqu’a la cytolyse compléte, dégénérescence 
graisseuse assez importante. Les veines centro-lobulaires sont dilatées et 
congestionnées ; leur endothélium est souvent nécrotique, ce qui entraine 
des suffusions hémorragiques voisines. Les capillaires inter-trabéculaires, 
la ott ils sont nettement reconnaissables (zones péri-portales) ne sont, 
pas fortement congestionnés. Les cellules de Kupffer bourgeonnent et 
tombent fréquemment dans la lumiére du capillaire. Certaines d’entre 
elles, trés rares d’ailleurs, ont leur protoplasma bourré de germes. 


Poumon. — Lésions pulmonaires importantes reyétant le type nodu- 
laire ou diffus. 


(5) Cet examen a été fait par le docteur Garripuy, de l'Institut 
d’Hygiéne du Maroc, que nous tenons A remercier de sa collaboration. 
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Les lésions diffuses sont constituées par de l’alvéolite catarrhale, 
oedémateuse, ou rarement partiellement hémorragique. Mais il existe 
surtout de nombreux nodules d’alvéolite centrés par une zone nécro- 
tique avec, au pourtour, des polynucléaires allérés, des cellules mono- 
nucléaires et de la fibrine. Les bronches sont, dans la plupart des cas, 
entiérement méconnaissables. 

Au niveau de ces nodules broncho-pneumoniques, il existe des germes 
surtout nombreux a la périphérie, en dehors des points nécrosés. Ces 
germes sont intra-cellulaires, inclus dans des cellules dont lorigine 
ne peut étre précisée avec exactitude étant donné le bouleversement 
structural. 


Surrénale. — Pas de lésions nettement définies. 


LA PHYSICOPYREXIE ET LA CURABILITE BIOLOGIQUE 
DE LA SYPHILIS PRECOCE ET TARDIVE DU LAPIN (1) 


par A. BESSEMANS et A. DENOO. 


Fondation J. Macy Jr. Service médical d’Hyperthermie expé- 
rimentale et thérapeutique de Université de l'Etat belge a 
Gand. Directeur : Prof. A. BesseMAns. 


Chez homme on sait que, par la seule chimiothérapie, 
la guérison biologique ou totale de la syphilis est difficile a 
obtenir : on parvient aisément 4 blanchir le malade, mais, 
et surtout au stade tardif, on ne le débarrasse que rarement 
de son dernier tréponéme. 

Les succés de la thermothérapie locale ayant fait naitre de 
nouveaux espoirs [3], Vhyperthermisation générale par 
moyens physiques ou « physicopyrexie » [6, 8] fut introduite 
en clinique [44]. Cependant l’attente fut décue ; et nous 
démontrames [42, 43, 3] qu’il fallait incriminer, en ordre 
principal, l’accroissement i vivo de la thermo-résistance du 
tréponéme ganglionnaire. 

On se tourna alors vers association de la chimiothérapie 
et de la physicopyrexie ; et Vactivation de la cure par ce 
moyen fut observée, en syphiligraphie humaine, par de nom- 
breux auteurs, dont Richet, Dublineau et Joly [49], Blanc [20], 
Hinsie et Blalock [34], Paulian [46], Simpson [52454], Solomon 
et Epstein (56, 57], Neymann, Lawless et Osborne [45], Ebaugh, 
Barnacle et Ewalt [25], Neymann [44 a 44], Menagh [40], 
Simpson et Kendell [55], Bennett et Lewis [2], Richet, Surmont 
et Le G6 [50]. 

En réalité, ces nouveaux essais se justifiaient. Car dans la 
syphilis expérimentale, ot on atteint rapidement le recul 
quexige une appréciation définitive, Richet et Dublineau [48] 


(1) Pour de plus amples détails, voir Bull. Acad. roy. Méd. Belgique, 
6, 1941, p. 530. 
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‘et Bessemans [4, 5, 7, 8] avaient observé, respectivement dans 
la syphilis précoce et dans la syphilis tardive, que le lapin 
répond mieux & la cure combinée qu’d l’application isolée 
de chacun des traitements qui la composent. 

Cependant les avantages de la méthode mixte ne furent 
jamais bien démontrés. C’est pourquoi nous avons entrepris 
d’approfondir la question. 


154 lapims males, infectés de syphilis au moyen d’une 
souche Gand F. H [48, 45], furent répartis en trois groupes. 
Chacun de ceux-ci comportait des sujets porteurs ou non de 
manifestations cliniques et dont le mal n’avait pas dépassé 
le quatriéme mois (stade précoce), et d’autres sans lésions 
apparentes chez lesquels il avait atteint six @ seize mois 
d’existence (stade tardif). 

Ces groupes furent soumis : un premier & la salvarsanthé- 
rapie seule, un deuxiéme uniquement a la physicopyrexie, le 
troisiéme simultanément aux deux mémes traitements. 

La salvarsanthérapie consista en trois injections intramus- 
culaires, espacées de trois ou huit jours, d’un quart ou d’un 
demi-centimétre cube de « solusalvarsan » Bayer (solution de 
salvarsan 4 10 p. 100) par kilogramme de poids, c’est-a-dire 
une dose totale correspondant a 4 gr. 5 ou a 9 grammes de 
produit actif pour un homme de 60 kilogrammes. 

Pour la physicopyrexie, les animaux furent introduits, les 
uns entiérement a Vintérieur d’une étuve en bois remplie 
d’air chaulfé au moyen d’ampoules électriques incandescentes 
et entourée par le cdble d’un appareil de haute fréquence de 
facon & créer autour du sujet un champ électro-magnétique 
thermogéne (fig. 1). Les autres furent traités, la téte a lexté- 
rieur, dans une cabine similaire en bois, mais dont lair 
était mis en circulation et porté & 42° au moyen d’un venti- 
lateur électrique chauffant, tandis que le cable aux ondes 
courtes courait en lacet sous la litiére (fig. 2). Ces dispositils, 
dont le dernier se retrouve en clinique physicopyrexique, 
portérent la température rectale trois fois, avec des intervalles 
de trois & huit jours, pendant une demi ou une heure a 
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Fic. 1. — Etuve en bois et appareil de haute fréquence pour aéro- et inducto- 
thermothérapie, le lapin étant enfermé en entier a lintérieur et le cable 
aux ondes courtes enroulé plusieurs fois autour de léluve. 


Fic. 2. — Cabine en bois et appureil de haute fréquence pour aéro- et inducto- 
thermothérapie, la téte du lapin étant laissée libre au dehors et le cable 
aux ondes courtes placé en lacet sous la liliére. 
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environ 42°, parfois méme pendant deux heures & environ 41° 
centigrades. 

Les lapins du troisitme groupe, c’est-d-dire soumis au 
traitement mixte, subirent leurs séances d’hyperthermie le 
lendemain ou le jour méme des injections médicamenteuses. 

Quelques animaux succombérent au coup de chaleur physi- 
copyrexique, d’autres moururent plus tard de maladie acci- 
dentelle (tableau I). Ceux qui eurent des Iésions cliniques en 


Tasteau I. — Relevé du sort de fous les lapins traités. 


5 SURVIVANTS SERVANT DE BASE 
ete a lappréciation de l’efficacité des cures 
: : 5 525.5 Contrélés par transferts |Contrélés par transferts]- 
SYMENES -= | 568 de ganglions de ganglions 
aie || dhe) I Zz et d’émulsion et par seconde Non 
Ss 5 _& = dorganes inoculation Guéris| Total 
faa) Aare a eucris 
ries 5 
Ey é 8 Non Non 
2 os eri ‘uéris| T 
8 euéris Guéris| Total cuéris Guéris| Total 
Salvarsanthérapie seule : 
16 Y 2 2 a he 9 3 2 5 9 5 14 
Physicopyrexie seule : 
78 Sy alts 34 A ee 16 20 8 28 31 13 | 44 
Salvarsanthérapie et physicopyrexie combinées : 
60 45 MW 26 1 15 16 8 10 18 9 25 34 
154 34 28 62 48 23 41 31 20 51 49 43 92 


guérirent rapidement ; et pendant leurs longs mois de survie 
les 92 lapins qui survécurent ne présentérent aucun symptome 
de syphilis. Mais le probléme se posait de savoir quels sujets 
étaient vraiment redevenus normaux. 


* 
a2 Es 
Il est avéré que la syphilis du lapin ne guérit pas sponta- 
nément : A n’importe quel Age il suffit, pour la mettre en 
évidence, de transférer les ganglions lymphatiques, notam- 
ment les poplités, dans les testicules d’un lapin neuf [24]. Ce 
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moyen peut servir aussi pour apprécier la guérison apres trai- 
tement. Dans ce cas pourtant, un résultat négatif n’a pas la 
méme valeur démonstrative ; car le germe peut avoir été 
délogé des ganglions tout en persistant ailleurs. Alors il ne 
faut done effectuer le transfert qu’aprés un temps sutfisant 
pour permettre au tréponéme d’envahir de nouveau le systéme 
lympathique ; et, en cas d’insuccés clinique, il faut éliminer 
la syphilis occulte chez les témoins [34]. Encore est-il possible 
que Vinfection soit demeurée latente sans que, pour cela, la 
réinfection ganglionnaire ait eu lieu [32, 33, 60, 47, 38) 
[contra 22 & 24, 58, 29, 26, 27]. En un mot, lorsqu‘il s’agit de 
lapins traités, la négativité du transfert ganglionnaire n’est 
pas toujours une preuve indiscutable de guérison. 

Un deuxiéme critére, trés bon également, consiste dans le 
transfert d’une émulsion de différents organes [59]. Toutefois 
et surtout en cas de guérison clinique aprés traitement, l’échec 
d’un tel transfert ne fournit pas nécessairement, lui non plus, 
une certitude absolue. Gar la masse de l’inoculat est forcé- 
ment limitée. 

Reste inoculation seconde au moyen de la souche homo- 
logue. Il fut établi, en effet [32, 33, 35 4 39, 28, 27], que, chez 
animal guéri cliniquement par chimiothérapie, cette inocu- 
lation est, sauf exceptions [54], suivie ou non de la réappari- 
tion de syphilomes, selon que le traitement a été institué en 
deca ou au dela du troisitme mois, et selon qu'un long ou 
court délai s’est écoulé depuis la cure. Pour certains auteurs 
Véchec de la seconde inoculation signifie prémunition. Pour 
d'autres il témoigne de l’existence d’une véritable post-immu- 
nité. Quoi qu'il en soit et malgré la fréquence de la sur- et de 
la réinfection inapparentes, la réussite clinique plaide haute- 
ment en faveur de la disparition de la premiére atteinte. En 
ne considérant comme guéris que les lapins chez lesquels cet 
indice se présente, il est 4 prévoir qu’on reste plutét en-dessous 


de la réalité. 


* 
kk xk 


Vorer comment nous avons procédé. 
Supposons (fig. 3) des lapins a traités, dont il s'agit de 
savoir si l’infection a disparu : nous les divisons en deux lots. 
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Chez les représentants du premier lot et successivement apres diffé- 
rents délais qui couvrent plusieurs mois, on enléve les ganglions ingui- 
naux et poplités, et finalement les testicules, la surrénale, le foie, la 
rate, la moelle osseuse et les ganglions restants. Chaque ganglion et 
une émulsion du mélange des autres organes sont transférés séparément 
dans les testicules de lapins neufs. Enfin, dans le cas ot les témoinsIa V, 
ayant recu ces transferts, ne réagissent pas aprés plusieurs mois, leurs 
ganglions poplités sont transférés & leur tour. Dans ces conditions, il 
va de soi que, si l’animal « est entidrement guéri, aucun des lapins 1a V 


CRITERES oe GUERISON 


PREMIER LOT: TRANSFERT 
= TRANSFERTS GANCLIONNAIRES par GRE FFE Ce de 
TT aOORGATIES 
x I xz wg mw Ba 


FUL Ly y 
SECOND LOT: SECONDE 
TRANSFERTS GANGLIONNAIRES par GREFFE INOCULATION 
——E 
x p4 p's mn z wy 


ni aucun des lapins I’ 4 V’ ne peuvent manifester le moindre symptoéme 
de syphilis. 

Chez les représentants du second lot, les ganglions inguinaux et 
poplités sont transférés et les receveurs sont contrdlés comme dans le 
premier lot. Mais, ceci fait, le lapin x est inoculé une seconde fois dans 
les testicules au moyen de la méme souche. Cette fois, si ]’animal est 
guéri, non seulement ses témoins I 4 IV et I’ a ITV’ vont rester normaux ; 
mais lui-méme va réagir, au surplus, par un syphilome testiculaire. 


Nous pensons que notre technique offre de solides garan- 
ties. Certes, elle prend beaucoup de temps et nécessite un 
crand nombre d’animaux. Mais nous avons pu l’appliquer 
grace au subside de la Fondation qui s’intéressait a la 
question. 
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Tanteau Il. — Réponses réactionnelles aux critéres de guérison. 
a LL 
TRANSFERTS 55 NOMBRE DE CAS 
je) 
2 < GS 

de ganglions 2 S| = 2 ‘a : 
2 lymaphangece s g z = 3 $ 
= par gretffe B Z 3, ao. E 
a B Pe ae 

we |g 22 is z 5 8 Se 8 

She eee yon || ees S . 5 2 2 

4 |\Hegal 8 2 2 2 2 

as fS-£8/ 2 Z s 
Al Pos. Pos. 2 2 0 
A2 Pos n 4 2 0 
A3 Pos Pos n 0 3 0 
Bi n Pos 2 5 4 
B2 n n Pos 4 2 0 
B3 n Pos. Pos : 4 1 0 
B4 n Pos. n 0 3 4 
B5 n n 4 FT 4 
B6 n n n 4 3 3 
C1 Pos. n Pos 0 0 
C2 Pos. n n 0 9 0 
DAP n n G 3 2 3 
D2 n n n G 0 4 44 
D3 n Pos. G 0 4 6 
D4 n n Pos. G 2 2 4 
E1 Pos. n G 0 2 4] 
E2 Pos. n Pos G 0 2 

* 
*k * 


Voyons a présent les modes réactionnels qu'il nous fut 
donné d’observer (tableau II et fig. 4). 

Parfois, chez les lapins soumis a la salvarsanthérapie ou a 
!a physicopyrexie seules, tous les transferts produisirent des 
syphilomes, et leffet clinique de la seconde inoculation fut 
nul. En ces cas (type A, trois variantes), la persistance du 
mal était évidente. 

D’autres fois, dans les trois groupes de lapins traités, le 
premier transfert ganglionnaire fut négatif et parfois aussi le 
ou les ultérieurs ; mais l’émulsion d’organes occasionna des 
lésions spécifiques, et le lapin x2 se montra réfractaire A la 
seconde inoculation. Dans cette deuxiéme série de cas (type B, 
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six variantes), le traitement n’avait produit qu'une stérilisa- 
tion partielle et passagére ; en d'autres termes, tous les 
organes n’avaient pas été débarrassés de leurs tréponémes. 

Le type G (deux variantes) ne se rencontra que chez 3 lapins 
uniquement hyperthermisés. La positivité de leur premier 
transfert, doublée de la positivité de celui de l’émulsion 
d’organes ou de la négativité clinique de la seconde inocula- 
tion, semblait devoir s’interpréter, vu la négativité simul- 
tanée des transferts intermédiaires, par la stimulation, sous 


MODES REACTIONNELS 
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Fic. 4. 


Vaction de la pyrexie, des forces défensives de l’organisme, 
suffisante pour que la destruction d’un grand nombre de 
vermes soit obtenue aprés un court délai, insuffisante toutefois 
pour déterminer la guérison biologique. 

Dans une quatriéme série de cas (type D, quatre variantes), 
aucun transfert ne fut opérant et Vinoculation seconde fit 
apparaitre un syphilome. Ce type se retrouva dans chaque 
croupe de sujets. Il indiquait la guérison totale. 

Enfin, chez quelques lapins soumis 4 la physicopyrexie 
seule, de méme que chez un animal soumis a la cure combinée, 
le premier transfert ganglionnaire fut positif, et le ou les sui- 
vants négatifs. Par surcroit et par opposition au type C, 
Vinoculat de l’émulsion d’organes se révéla dépourvu de 
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TasieAu Ill. — Extrait des protocoles expérimentaux (1). 


ETAT 
clinique : 
au début |SALVARSANTHERAPIE PHYSICOPYREXIE TRANSFERTS 
du 
traitement 
a Ss a 8 All Siservese ae Anahi de ganglions| d’émulsion 
p x iS) g & ‘ moyenne lymphatiques| dorganes 
< a | 3 a ae 
alee cee zt = 
S&S 5) f=: SPO ee tt ® is! lise |) 28 Neca = 
=| 23} q Q oO ~o Lalla) ee = Sse = 
$. | 8 = Pie) a | Bee | ioe eee Sealers 
el se 2 Aye) Sy) Ag IRosk| © [Aox| 2 
Mo iige E|* | 2 Se eens 
= se) =) 
Salvarsanthérapie seule : 
Ad | 4m. 3 fois 1/4c.c.{8 j. 2m | Pos. |42m.| Pos. 
A2 | 4m. 3 Lois 4/Acuc.||8. 3m.| Pos. 
Bij 8m. 3 fois 1/2 exe. 13" jy). Sim.| m 42m:) Pos: 
B2 | 3m.| STJ3 fois1/2c.c.|8 J. 4m.) n 
6m.|n(cR)}/10m.| Pos. 
Bey sm.) K 13 fois Wi2iere:|3 4. Biroae | 2 a 
6m.| Pos. |10m.| Pos. 
BesaeOmane 3 fois 1/2 ¢.¢.|8 j. Wits), “w 
Bo |) 4m. 3 fois 1/4 ¢.¢.|8 J. esaame|h a0) 
Gage) a 
Dal |) Bsiemy UC NSO OCG GallB ie Gams aa Oma a 
D4 ) 3m.) ST |3 fois 1/2 %e7¢.1/3) j- Daowy|| va 
6m.) n 


ACA | Game 
ACD ed me 
A3 |16m. 
Bal Sim 
[B52 || Syehaaye, 
B3 | 6m. 
B4 | 3m) sT 
138) yaa, 
B6 |A1 m. 
Gi | 8m: 
C2 | 9m 
DA) Same isT 


(Se) 


(Su) 


Physicopyrexie seule : 


3 j.{ 1h. | 42,0 
3 j.| dh. | 42,4 
8 j.| dh. | 42.2 


3 j.| 1h. | 42,0 
3 j.| dh. | 42,4 


8 j./30min.| 42,4 


8 j.| 1h. | 42,0 
j.| th.| 42, 
Fall ala eee 
8 j.| The) 42,0 


3.44) tel eae 
8 j.| Jh.| 42,0 


imm. 
6m. 
3m. 
9m. 
Same 

40}. 
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3m). 
6m. 
3m. 
5m. 
2m. 
4m. 
Sm. 

10m. 
oa 

42m. 
45m. 

10 j. 
6m. 
7m. 


ROSaideme Ose 


n 5m.| Pos. 
n 9m.| Pos. 


POS 29) is EOS. 


De bin Pose 


ioy | \RU Tet a0) 


SECONDE 
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i=} 

Ca 

se) a 

oO 

o2| 3 
as 3 
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AD oy S}) 
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GUERISONS (G) 


G 


G 


_ (1) ST et K, syphilome testiculaire et kératite @inoculation; imm., immédiat; h., j., m., c.c., heure, 
jour (S), mois, centimétre cube; Pos., positif; n, négatif; n(cR), négatif confirmé par réinfection (c’est-a-dire 
par l’apparition dun syphilome a la suite de la seconde inoculation). 
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ETAT 
clinique SECONDE 
au gebut SALVARSANTHERAPIE PHYSICOPYREXIE TRANSFERTS 
See inoculation 
: 3 
2 x) 2 Température : . 
= 3 d eI “| Séances rectale poe roe tons pease «| z 
ia & 7 5 iS moyenne ymy eles ORES | cel w 
‘a a) yee Ze) S 8 eS 
Spe ae Be ase he 
Seles ee ee gules Be cette ooh 
S| 8 one. Seno aeal ovo a| 3 e| 2 | e8| 2 
iz 5 RS a7| 3a @ “2 BE, 288 a= le Seol) a feat 
eos ae £e|s| 2 | a2 |Ass| 2 |Ase| 2 | Be 
& | a S a1 | & Se teen lan ee vege a= 
a =) lal ° Chis! os 
es) we 
D2 |\14m. 3 Segal) 4255) /e42m.| nm G 
¥ 144m.| n /|14m.}) n 
D3 | 4m.) ST 3) Si qjol) A lsig | esa) |aledije n 9m.) Pos. | G 
D4 | 6m 3) 3) je) 4 hs) 4254 | 4m.) mo G 
: 140m.| n 10 m.| Pos 
Ei | 6m 3/3 J.) 4 bo) 4257 | 83. | Pos. 10m.) n G 
E2|S8m Se Oo gets 4295 40g. Pos. G 
Tint. || 0 140 m.| Pos. 
Cure combinée : 
BA’ || Tm: 3 foist/4c.c./8 j.{ 2 [8 j.| 1h.| 40,8 jimm.{n’cR); 9m.) Pos. 
B4 | 8m. 3 fois1/4c.c.|/8 j.| 3 |8 j./30min.} 42,2 | 2m.) n 
y : 9m.| Pos. 2 irae |: 
B5 | 8m. 3 fois 1/4 c.c.)3 j.| 3 |3 j.| 1 be} 44,8 | 1m.) no 40m.} n 
B6 | 4m. 3 fois 1/4c.c.|8 j.| 3 18 j./25mn.| 42,4 }11). n 
: ; 9m n ATTA | 
D1 | 3m.) K |8fois#/4c¢.c.|8 j.| 3 |8 j.| 2h.| 44,0 | 2j. |m(cR)| 8m.) n G 
D2 | 6m S fois 4/2'e.c2 8) jal 3) [Segal 2 be |) 42,291) 3m) G 
6m.) n 
Wve.) oo Daas am 
D3 | 8m. SiO AA Co Calls> ol! B Wed gol) Wine | YAO eurye n 9m.| Pos.| G 
D4 | 4m. SING DCs CoS lol) 83} 8 ol) ae || Aes |) ayians|) sat G 
rp seMal| Fat 
10 m.|n(cR) 10m.) Pos 
E1 | 4m. 3 fois1/4c.c.|8 j.| 3 |8 j.| 2h.| 44,0 jimm.| Pos. G 
2) |) a Caan gat 


contage et l’inoculation seconde provoqua des lésions testicu- 
laires. Ce type E (deux variantes) se superposait au type C 
en ce sens que la syphilis y résistait 4 action immédiate des 
traitements, tout en régressant bient6t devant l’exaltation de 
la défense par l’hyperthermie. Il en diflérait en ce que cette 
fois l’exaltation fut suffisante pour que, seule ou en com- 
binaison avec l’action virulicide du salvarsan, elle finit par 
emporter la victoire sur le dernier germe. 

Voici un extrait de nos protocoles expérimentaua (tableau II). 
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On y voit, pour chaque groupe de lapins traités, plusieurs 
exemples avec l’indication de leur type réactionnel. Nos cas du 
type B sont analogues & ceux de Worms [60] et de Prigge [47]. 
Le phénoméne initial des types C et E est identique 4 celui que 
nous avons signalé A l’oceasion de la thermothérapie antisyphi- 
litique ganglionnaire locale [42, 13, 3]. Quant aux pourcentages 
de guérison que nous comptons en nous basant sur les résultats 
des seuls transferts et sur ceux des transferts ganglionnaires 
doublés de ceux de la seconde inoculation, ils s élévent respec- 
tivement (tableau I) a 23 sur 44 ou 56,1 et & 20 sur 51 ou 39,2. 
D’aprés ces données, la positivité de la seconde inoculation 
homologue locale, aprés traitement, garantit la disparition de 
la premiére infection. Elles confirment également la prévision 
que, si on utilise par couples, comme nous Il’avons fait, les 
trois critéres offerts par la syphilis cuniculaire, on arrive, sans 
risque d’exagération, & bien apprécier la valeur d’une cure. 
Kn d’autres termes, il s’avére qu’a calculer le pourcentage des 
guérisons d’aprés les réussites cliniques de la seconde inocu- 
lation, on ne péche que par délaut. 


As 
* OK 


Or, quelle fut, & la lumiére des principes énoncés, |’ efficacité 
des trois méthodes de traitement que nous avons appliquées ? 

Par la seule salvarsanthérapie (fig. 5), si on tient compte 
uniquement des animaux qui recurent trois fois 0 c. c. 5 de 
solusalvarsan & trois ou huit jours d’intervalle, il fut obtenu 
25 p. 100 de guérisons totales dans la syphilis précoce, 60 p. 100 
dans la syphilis tardive, en moyenne 44 p. 100. 

Nous reproduisons le méme graphique dans la figure 6, ou 
on le voit en regard des résultats enregistrés par la physico- 
pyrexie seule. Ce dernier traitement ne parvint & guérir que 
moyennant trois séances hyperthermisantes d’une heure 
chacune, avec des intervalles de trois & huit jours; au surplus, 
les pourcentages de guérison biologique ne furent pas fort 
élevés : 27 dans la syphilis tardive, 54 dans la syphilis pré- 
coce, 37 en moyenne. La chose tint au fait, d’abord, que le 
tréponéme ganglionnaire accuse « in vivo » une thermo-résis- 
tance exaltée ; ensuite, que la température néfaste pour la 
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variété des Iésions extérieures, soit 42° pendant une heure, 
ne fut pas atteinte au niveau de tous les foyers. C’est ce qui 
découle des mensurations thermo-électriques que nous avons 
eftectuées chez des lapins normaux au sein de différents tissus 
pendant que la température rectale était poussée par physico- 
pyrexie de 39° environ & plus de 42° : on voit par la figure 7, 
qui rapporte deux exemples de ces observations, que les 


ose REGEADE oe 
Lt, ph 4 CAVITE RECTALE 
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: EAE Or Ratko 
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| UIRDOCTOTHERN : 
Oo 20 4 Sedo Oy 20 40” 80 20 40 60) 20 
Pith aa = : Le 4 
Fic. 7. — Températures tissulaires simultanées en degrés centigrades 


(ordonnées) chez deux lapins (Lp A et Lp B) pendant une séance de cent 
vingt ou cent minutes de physicopyrexie. 


courbes ainsi oblenues n’accusent entre elles aucune constance 
de parallélisme. 

Mais voici (fig. 8) un graphique qui reproduit, a titre de 
comparaison, les résultats thérapeutiques que nous venons de 
citer et, a droite, les pourcentages de guérison atteints par la 
salvarsanthérapie associée a la physicopyrexie. 

Comme pour les groupes précédents, nous ne tenons compte 
que des lapins ayant recu, avec des intervalles de trois & huit 
jours, trois fois 0 c. c. 5 de solusalvarsan et trois séances 
d’hyperthermisation d’une heure chacune. Or cette fois nous 
obtenons, respectivement dans la syphilis tardive et dans la 
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syphilis précoce, 8&8 et 100 p. 100 de guérisons totales, en 
moyenne 92 p. 100. Le gain est surtout frappant dans la 
syphilis tardive. A ce stade, la cure combinée marque beau- 
coup plus de succés que la somme de ceux obtenus par les 
deux traitements qu’elle associe. 

En tout, d’ailleurs, il n’y eut que 9 lapins que la cure com- 
binée ne parvint pas 4 guérir : pour chacun d’eux, l’un ou 
autre point du traitement fut déficient. Le tableau IV donne 
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le relevé de ces cas. Les déficiences y sont soulignées : petite 
dose de salvarsan, deux séances physicopyrexiques au lieu de 
trois, huit jours d’espacement des séances au lieu de trois, 
vingt-cing ou trente minutes seulement de haute température 
rectale, température rectale moyenne ne dépassant pas 41°8. 
L’ensemble de ces cas fait encore mieux ressortir la valeur 
de la thérapie mixte. Cette valeur reléve, nous semble-t-il (2), 
d’un mécanisme complexe déclenché par la seule hyper- 
thermie : vulnérisation directe de l’agent étiologique, exalta- 


(2) Brssemans (A.). Bruzelles médical, n° 51, 1938, p. 1613 ; Méd. 
intern. ill., 47, 1939, p. 101 ; Gen. Bladen uit Belgié, n° 8, 1938, p. 118. 
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tion des défenses, élargissement des voies capillaires d’acces 
des médicaments, intensification des réactions biochimiques 


et pharmacodynamiques. 


* 
See ok 


D’autres observations furent faites au cours de nos expé- 
riences. 

Ainsi, le pourcentage des guérisons augmenta avec la dose 
médicamenteuse, le prolongement des séances et le rappro- 
chement des interventions. 

Dans la syphilis précoce, il fut plus élevé, aprés la seule 
salvarsanthérapie, chez les animaux uniquement porteurs de 
kératites que chez ceux uniquement porteurs de syphilomes, 
et inverse se produisit aprés la seule physicopyrexie et apres 
la cure combinée : comme si l’imprégnation tréponémique 
avait été le plus intensive par la voie testiculaire, et comme 
si la cornée n’avait participé que dans une faible mesure a 
Vhyperthermie générale [9, 17]. 


Tasteau 1V. — Lapins vraisemblablement non guéris 
malgré leur traitement par cure combinée. 


PHYSICOPYREX 
SOLUSALVARSAN SICOr ERs 


(dose 
NUMERO D'ORDRE Séances Température rectale 


par kilogramme ONDE 


d’animal) 


Nombre Intervalles Durée Degré 
centigrade 


rea précoce : 


3 fois 4/4 c. 
3 fois 4/4 c. 
3 fois 4/2 c. 


9 
5) 
* 


Syphilis tardive : 


Les températures atteintes furent la limite de la tolérance ; 


> 
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et des lésions furent observées analogues a celles signalées par 
Hartmann [30] et par Giles et ses collaborateurs [28]. Confor- 
mément aux constatations de ces derniers ainsi que de Jacobson 
et Parker [19], les séances d’hyperthermie n’influencérent pas 
Vardeur génitale ; mais parfois le pouvoir reproducteur ne se 
manifesta plus pendant quatre mois (8). 

La seule salvarsanthérapie et la cure combinée supprimérent 
rapidement la virulence sanguine ; la physicopyrexie seule n’y 
réussit pas toujours. Le Wassermann et le Kahn furent irrégu- 
liérement influencés ; mais on sait (14, 1, 10, 44] que, prati- 
quées suivant des techniques qui fournissent d’excellents résul- 
tats chez Vhomme, ces épreuves sont dépourvues de spécificité 
chez le lapin. 

Pour le reste, notre conclusion principale peut s’énoncer 
comme il suit. Si on applique simultanément, chez le lapin 
syphilitique, les mémes doses de salvarsan et les mémes séances 
de physicopyrexie, qui seules ne guérissent que dans un pour- 
centage relativement réduit, ce nombre augmente dans de fortes 
proportions jusqu’a l’obtention de la guérison biologique dans 
la totalité sinon la presque totalité des cas. Sauf l’action viru- 
licide immédiate de la chaleur sur le germe des lésions exté- 
rieures, le mécanisme de l’effet salutaire de la seule physico- 
pyrexie reléve de Ja stimulation des forces défensives. Quant 
a la supériorité de la cure combinée, présumée surtout en 
syphiligraphie humaine, non seulement elle se confirme chez 
le lapin, mais elle s’amplifie encore parce qu’elle s’y manifeste 
au stade tardif avec une intensité particuliére. On a par consé- 
quent de bons motifs pour recourir a cette nouvelle thérapie 
chez ’ homme, chaque fois qu’on veut, au lieu de simplement 
blanchir le malade, spécialement le malade avancé, le guérir 
entiérement dans la véritable acception du terme. 


Addendum. 


En rédigeant la nole qui précéde, nous n’avions pas connais- 
sance des recherches de Boak, Carpenter et Warren (4) signalées 


(3) Notons que rien de semblable ne se présente chez lyhomme. Celui-ci 
supporte bien la physicopyrexie [44, 19, 16]. 

(4) Boax (R. A.), Carpenter (C. M.) et Warren (S. L.). Amer. publ. 
Health Assoc., octobre 1940. 
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dans un travail de Simpson, Kendell et Rose (5), dont nous venons 
de recevolr un lré a part. 

Comme nous, les investigateurs de Rochester soumirent trois 
groupes de lapins, un a la salvarsanthérapie seule, un autre a la 
physicopyrexie seule, le troisiéme au traitement mixte. [ls opéré- 
rent respectivement sur 10, 39 et 64 « Chinchilla rabbits », dés 
que ceux-ci présentérent, un a trois mois aprés, leur infection au 
moyen d’une émulsion syphilomateuse ou ganglionnaire (souches 
Nichols et Zinsser-Hopkins), des syphilomes testiculaires évidents. 
La thérapie médicamenteuse consista en une seule injection intra- 
veineuse de 10 & 20 mg. de néosalvarsan par kilogramme de poids. 
La physicopyrexie, dont Simpson ne nous dit pas la modalité, 
comporta une seule séance de trois & sept heures consécutives 
avec une température rectale de 41°5 C. 


Tasteau V. — Comparaison des pourcentages de guérison 
dans la syphilis précoce du lapin. 


SANS PHYSICOPYREXIE SALVARSANTHERAPIE CURE 


traitement seule seule combinée 


Boak, Carpenter et Warren : 
0 | 10 | 38 | 75, 95 ou 100 
Bessemans et Denoo : 


0 | D4 60 | 100 


Boak et ses collaborateurs ne traitérent que la syphilis précoce. 
Leurs animaux furent tués trop tot et leur critére de guérison fut 
imparfait. Néanmoins leurs résultats confirment les ndtres et 
inversement (tableau V). Nos pourcentages de guérison sont plus 
Glevés parce que nous avons alteit de plus hautes températures 
et administré, avant les séances de chauffage, des doses de néo- 
salvarsan reconnues comme étant cliniquement efficaces. L’intérét 
des données américaines est d’avoir été obtenues sur un erand 
nombre d’animaux et d’avoir établi qu’il est préférable, dans la 
cure combinée, de donner le médicament aussitot avant qu’immé- 
cuatement apres lhyperthermie. En effet, avec le néo d’abord, 
95 a 100 p. 100 sujets furent guéris ; par contre, 75 p. 100 seule- 
ment avee le néo injecté aprés. C’est sans doute que le mécanisme 
de l’accroissement de V’effet utile est bien celui que nous avons 


(5) Simpson (W. M.), Kenpett (H. W.) et Rosr (D.). Brit. Journ. ven 
Dis., janvier-avril 1941. 
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toujours admis et sur lequel Simpson insisle : activation, par 
UVhyperthermie, non seulement du pouvoir spirochéticide, mais 
encore de la circulation sanguine et de la dilatation capillaire, la 
pénétration médicamenteuse s’effectuant ainsi plus intimement. 
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LES VIRUS RABIQUES NATURELLEMENT ATTENUES 


par J. REMLINGER et J. BAILLY. 


Les virus rabiques & virulence exaltée — les virus rentforcés, 
ainsi qu’on les appelle d’habitude — sont parlaitement connus. 
Il est aujourd’hui peu de pays ot ils n’aient été signalés. A 
tort, on estime d’ordinaire que la virulence d’une souche de 
virus de rue se juge par la durée d’incubation de la maladie 
déterminée par l’inoculation d’une émulsion du bulbe sous 
Ja dure-mére du lapin. Habituellement, c’est du quatorziéme 
au dix-septiéme jour que se déclarent les premiers symptomes 
de laffection. Des incubations beaucoup plus courtes ont été 
observées, le record étant détenu par des virus dont l’incu- 
bation n’est que de trois jours (Virus roumain) et méme de 
deux (Virus de la Trinité). En réalité, le raccourcissement de 
Ja période d’incubation ne caractérise pas seul les virus ren- 
forcés. A ce raccourcissement, il faut ajouter celui de la 
période d’état, Vabsence des corps de Negri qui, probable- 
ment, n’ont pas le temps de se former et aussi une agressivité 
spéciale en vertu de laquelle ces virus sont plus résistants aux 
divers modes d’atténuation, plus pathogénes pour des espéces 
animales d’ordinaire peu réceptives, plus sensibles a des pro- 
cédés d’inoculation, infidéles au cas de virus normaux, etc. 

Beaucoup moins connus sont les virus naturellement atté- 
nués qui, 4 notre connaissance, n’ont jamais été objet d’une 
étude d’ensemble. A tort, comme dans le cas précédent, on 
parait croire que ce qui les caractérise c’est uniquement l’allon- 
gement de la période d’incubation et estimer qu’on est quitte 
envers eux lorsqu’on a signalé que cette période a atteint 
trente, quarante, cinquante jours, voire cent vingt-deux, cent 
cinquante (Abba) et deux cent trois (Bordoni Uffreduzzi). 
L’allongement de Vincubation n’est qu’un des caractéres des 
virus atténués. La longue durée de la période d’état, l’aug- 
mentation du nombre des corps de Negri doivent également 
étre pris en considération. Il en est de méme d’une agressivité 
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moindre en vertu de laquelle ces virus perdent rapidement 
leur activité sous Vinfluence des agents d’atténuation, du 
séjour en glycérine par exemple et donnent fréquemment, lors - 
d’inoculations méme a des animaux trés réceptifs et par des 
procédés de choix, des résultats négatifs. 

I] existe, on le voit, un parallélisme étroit entre les virus 
renforcés et les virus atténués. Il importe toutefois de signaler 
dés maintenant l’importante différence suivante. Les virus 
renforcés conservent intégralement dans le temps et dans 
lespace tous leurs caractéres. Les virus atténués perdent 
facilement et rapidement leur virulence ce qui, par définition, 
en quelque sorte, n’a rien que de trés attendu et de trés naturel 
mais, non moins facilement et non moins rapidement, cette 
virulence est susceptible d’étre récupérée puis sensiblement 
augmentée a l’aide de passages par le cobaye, la souris, le 
lapin méme. En acquérant cette virulence, ils perdent leurs 
caractéres, en sorte, qu’atténués dans la nature, ils deviennent 
facilement au laboratoire des virus normaux... 

Des virus atténués nous envisagerons rapidement celles de 
leurs propriétés qui n’ont pas été étudiées jusqu’ici. 


1° ALLONGEMENT DE LA PERIODE D’ETAT. 


La durée de la période d’état est en général de trois a cing 
jours chez le lapin et le cobaye, de deux @ trois jours chez la 
souris. Avec les virus atténués, il n’est pas rare de voir la 
maladie durer huit, dix, treize, quatorze jours. Les observa- 
tions suivantes en font foi. 


OxpsERVATION I. — Inoculation sous-dure-mérienne d’un virus atlénué 
au lapin. Durée de la période d’état : treize jours (Rage paralytique). 

Le 3 juillet, un lapin a recu sous la dure-mére 0 c. c. 5 d’une émul- 
sion épaisse d’un virus rabique atténué. Le 12 juillet, au neuviéme 
jour, il est nettement pris et présente de l’incertitude de la démarche 
due A une parésie sans localisation. Les jours suivants, la démarche 
est de plus en plus ébrieuse et la paralysie de plus en plus complete, 
bien que l’animal parvienne encore a se tenir debout. C’est seulement 
Je 20 juillet, dix-sept jours aprés l’inoculation, huit jours aprés le début 
de la maladie qu’on le trouve étendu. Il réussit toutefois encore le 20 
et le 21 & prendre la station quadrupédale. Le 22, il demeure couché 
sans pouvoir se relever et commence a agoniser. L’agonie se poursuit 
les 23, 24 et 25. Il succombe a cette date, la maladie déclarée ayant 
duré treize jours. Passage par le cobaye positif. 


316 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Opsenvation I. — Inoculation de virus atlénué sous la dure-mere du 
cobaye. Mort quatorze jours aprés le début d’une rage furieuse, puis 
splanchnique. 


Le 25 mars, on inocule sous la dure-mére d’un cobaye 0 ¢. c. 2 d’une 
émulsion épaisse d’un virus provenant directement d’un ane et déter- 
minant la rage chez le lapin aprés une incubation de dix-neuf jours. 
Aucune particularité jusqu’au 10 avril (seiziéme jour), date a laquelle 
l'animal apparait manifestement pris. Il parcourt sa cage en tous sens, 
pousse des cris furieux, escalade les grillages, tente de s’évader, etc... 
Le lendemain et le surlendemain, l’agitation persiste avec les mémes 
caractéres. Aucun commencement de paralysie. Méme état les 13, 14, 
15, 16, 17 et 18 avril. L’animal va et vient sans arrét, en gloussant a 
la facon des cobayes atteints de la forme la plus typique de la rage 
furieuse. Il s’alimente néanmoins et consomme journellement sa ration. 
Le 19 (septiéme jour de la maladie), il est plus calme, mais le 20 
(huitidme jour), il présente des troubles de la démarche dus a un 
commencement de paralysie et fait entendre les ronchus et la raucité 
de la voix caractéristiques de la rage splanchnique (1). Le 21, les 
membres antérieurs sont netlement paralysés. La paralysie s’étend aux 
membres postérieurs le 22 ; elle est compléte le 23 et l’animal meurt 
le 24, trente jours aprés l’inoculation, quatorze jours apres le début 
de Ja maladie. 


OsserRvATion III. — Inoculation de virus atténué sous la dure-mére 
d’un cobaye. Rage furieuse a forme alternante. Mort aprés dix jours de 
maladie. 

Le 22 aott, il est fait avec une émulsion de cerveau de cobaye ayant 
succombé & un virus atténué, un passage sous la dure-mére d’un autre 
cobaye. Le 31 aotit (neuviéme jour), l’animal est pris. Il est agité, ne 
tient plus en place, escalade les grillages de sa cage, etc... I] parait 
remis le lendemain mais présente le surlendemain les mémes symp- 
témes de rage furieuse qui, & nouveau disparaissent le jour suivant 
pour se reproduire le 4 septembre et ne pas se manifester le 5, réali- 
sant ainsi une forme curieuse de rage qu’on pourrait appeler : alter- 
nante. Le 6 septembre, l’agitation est extréme. Le cobaye ne tient plus 
en place. Le regard incendiaire, il parcourt sa cage sans arrét, épar- 
pillant ses herbages, mordant les grillages, etc... Les 7 et 8 septembre, 
Vagitation est toujours aussi caractéristique et aussi violente. C’est 
seulement le 9, au neuviéme jour de la maladie, que se manifeste au 
bipéde postérieur une parésie qui devient vite une paralysie compléte. 
Mort le 10, dix-neuf jours aprés l’inoculation, dix jours aprés le début 
des symptomes rabiques. 


OsseRvATIoN IV. — Inoculation de virus atténué dans le cerveau 
d’une souris. Durée de la rage déclarée : huit jours. 

Le 6 septembre, une souris grise recoit dans le cerveau 1/20 de cen- 
timétre cube d’une émulsion 4 1 p. 40 du cerveau d’une autre souris 
morte a la suite d’une inoculation d’un virus atténué. Le 15 septembre, 
au neuviéme jour, elle est nettement prise. Le dos est voussé ; le poil 
piqué, le corps secoué par un tremblement caractéristique. Le 16, la 


(1) P. Remnrncrr. Ces Annales, 34, 1917, p. 537. 
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démarche est ébrieuse. Le 17, la souris ne peut plus progresser mais 
se tient encore debout. L’état est stationnaire les jours suivants. 
L’animal demeure immobile, en station quadrupédale, sans pouvoir 
se déplacer. Le 22 (septiéme jour), il est étendu sur le coté et ne peut 
plus se relever. Mort le 23, aprés huit jours de maladie. La corne 
d’Ammon renferme d’innombrables corps de Negri. 


2° FORMES ANORMALES DE LA MALADIE, 
RAGE A FORME CONSOMPTIVE. 


L’allongement de la période d’état n’est pas seul a conférer 
& la rage déterminée par les virus atténués une physionomie 
clinique particuliére. Nous avons mentionné chez le cobaye 
(obs. IT) un cas de rage furieuse qui pourrait étre qualifiée 
d’alternante... La plus intéressante de ces modalités anor- 
males est certainement la forme consomptive. Sans nier |’exis- 
tence de la rage consomptive soit clinique, soit expérimentale, 
l'un de nous avait, en 1927 (2), émis lopinion qu’elle était 
extrémement rare et ne pouvait étre admise que moyennant 
une preuve formelle, celle-ci devant étre fournie par les pas- 
sages de lapin a lapin. Depuis 1927, de nombreux chiens: 
atteints de rage clinique ont été soumis 4 notre examen & 
V'Institut Pasteur de Tanger ; plusieurs milliers d’animaux ont 
été inoculés par nous avec les virus rabiques les plus divers. 
Jamais ni chez les uns, ni chez les autres nous n’avons eu & 
noter un état qui, de prés ou de loin, ressemblat 4 la consomp- 
tion ou a la cachexie. C’est en 1940 qu’avec un virus atténué 
d’origine asine, nous avons eu, pour la premieére fois, |’occa- 
sion d’observer chez un lapin et chez un cobaye cette forme 
si curieuse de la maladie. 


Osservation V. — Inoculation sous la dure-mére d’un lapin d’un 
virus atténué d’origine asine. Rage a forme consomptive. Passages 
positifs. 


Un Ane ayant succombé & une rage 4 forme prurigineuse, une émul- 
sion du bulbe a été inoculée dans le cerveau d’un lapin qui a présenté 
le dix-neuviéme jour les premiers symptémes d’une rage paralytique 
typique et a succombé trois jours plus tard. L’encéphale est conservé 
en glycérine au frigorifique jusqu’au 18 avril, date A laquelle une 
émulsion est inoculée sous la dure-mére d’un deuxiéme lapin qui, 
jusqu’au 11 mai, ne présente aucun symptéme morbide. Le 1] mai 


(2) P. Remuincrr. C. R. Soc. Biol., 19 février 1927, p. 456. 
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(vingt-troisiéme jour), il attire Vattention par une voussure du dos, 
une inappétence, une tristesse qui, les jours suivants, persistent sans 
grandes modifications. Le 17 mai (vingt-neuvicme jour), on s’apercoit 
que J’animal, autrefois trés gros et trés vigoureux, a beaucoup 
maigri. Triste, apathique, il mange peu et se déplace avec répugnance. 
Si on le renverse, il éprouve de la difficulté 4 se relever mais ne montre 
aucune paralysie. Les jours suivants, l’amaigrissement fait de grands 
progrés et l’hypothése d’une rage consomptive est envisagée. Le lapin 
présente quelques troubles de la démarche mais aucune paralysie. II 
succombe le 29 mai (quarante-deuxiéme jour) aux progrés de la 
cachexie, n’ayant littéralement plus que la peau sur les os. L’autopsie 
ne montre aucune lésion susceptible de rendre compte de cet état 
cachectique. Une inoculation du bulbe est faite sous la dure-mére d’un 
lapin. Celui-ci présente le 12 juin (quatorzi¢me jour) les premiers 
symptémes d’une rage paralytique classique 4 laquelle il succombe le 
lendemain. 


OsserRvATiIon VI. — Inoculation sous la dure-mére d’un cobaye dun 
virus atlténué d’origine asine. Rage «& forme consomptive. Passages 
positifs. 

Inoculé sous la dure-mére le 18 avril dans des conditions identiques 
a celles du lapin de l’observation précédente, le cobaye est trouvé le 
9 mai (vingt et unieéme jour) dans un coin de sa cage le dos vousse, 
le poil piqué, triste et sans appétit. Les jours suivants, cet état persiste 
inchangé. Aucune modification du caractére. Aucune paralysie mais 
une inappétence, une apathie et un amaigrissement progressifs. Dans 
les derniers jours du mois, cet amaigrissement se mue en une yéritable 
cachexie et on envisage la possibilité d’une rage consomptive. L’animal 
est parvenu au dernier degré de 1|’étisie lorsqu’il succombe Je 2 juin, 
cinquante-cing jours aprés l’inoculation. L’autopsie ne fournissant pas 
l’explication de cette cachexie, il est fait avec le bulbe un passage sous 
la dure-mére d’un lapin. Celui-ci présente le 12 juin (dixiéme jour) les 
premiers symptOmes d’une rage paralytique classique aA laquelle il 
succombe Je 15 (treiziéme jour). La corne d’Ammon renfermait de 
nombreux corps de Negri. 


A notre connaissance, il n’avait pas encore été signalé que, 
chez le cobaye, la rage expérimentale pouvait revétir la forme 
consomptive. Chez le lapin, par contre, Krauss avait déja vu 
que si on inoculait un virus rabique atténué par le passage 
chez les oiseaux, on pouvait déterminer une rage consomptive 
que les passages par le cerveau d'autres lapins ne tardaient 
pas a transformer en une rage paralytique classique. De méme, 
Lamb et Me Kendrick avaient signalé que V’inoculation de virus 
fixe sous la peau du lapin pouvait donner A celui-ci une rage 


cachectique, la nature rabique de la cachexie étant prouvée 
par linfectiosité de la moelle. 
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3° FREQUENCE DES RESULTATS NEGATIFS 
AU COURS DES INOCULATIONS. 


A ce que les virus rabiques naturellement atténués laissent 
indifférents des animaux qui — tels les oiseaux — n’offrent 
a la maladie qu’une faible réceptivité ; 4 ce que des modes 
d’inoculation infidéles comme la friction sur la peau rasée ou 
des instillations nasale et conjonctivale demeurent inopé- 
rants ; & ce qu’il ne soit pas possible de déceler ces mémes 
virus dans des organes, la rate, le poumon, le foie par exemple 
ou leur présence est loin d’étre la régle au cas de virus nor- 
maux (3) ; & ce que les divers agents d’atténuation, dessicca- 
tion, chaleur, éther, acide phénique, etc..., exercent plus 
facilement sur eux leur action destructive, il n’y a la rien 
que de trés normal. Plus curieux sont les échecs obtenus — 
indépendamment, il va de soi, de toute faute de technique 
— avec les procédés de choix et chez les animaux les plus 
réceptifs. Quand on manie les virus atténués, le résultat 
négatif des inoculations est d’observation journaliére. I] nous 
sulfira d’en citer quelques exemples 


OpservaTion VIII. — Le 25 juillet, une émulsion du bulbe rachidien 
d’un lapin mort d’un virus atténué est inoculée sous la dure-mére de 
4 lapins, de 3 cobayes, d’un chien et d’un chat. Un premier cobaye 
présente le vingt-sixiéme jour tous les signes d’une rage furieuse typique 
2 laquelle il succombe le vingt-huitiéme jour. Passages positifs. Un 
deuxiéme cobaye est atteint le vingt-seplieéme jour des premiers signes 
d’une rage furieuse qui évolue sous une forme typique et qui améne 
la mort le vingt-huiti¢me jour. Les autres animaux sont demeurés 
indemnes. 


OpservATION IX. — Le 18 avril, une émulsion épaisse de cerveau d’un 
Ane ayant succombé & un virus alténué est inoculée sous la dure-mére 
de 5 souris, de 3 cobayes et d’un lapin. Deux souris, 1 lapin et 1 cobaye 
succombent A la rage tandis que 3 souris et 2 cobayes demeurent 
indemnes. 


OBSERVATION X. — Le 22 aotit, le cerveau d’un cobaye ayant succombé 
X un virus atténué est inoculé sous la dure-mére d’un lapin, de 
2 cobayes et de 2 souris. Un cobaye et une souris sont demeurés 


indemnes. 


(3) P. Remuincer et J. Batty. Ces Annales, 47, 1931, p. 608 ; 49, 1932, 
p. 665 ct 53, 1934, p. 43. 
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Rien ne peut faire prévoir ces échecs qui doivent étre bien 
présents & l’esprit de Vopérateur. Hs doivent Vinciter a 
n’employer que les procédés de choix et 4 opérer toujours sur 
plusieurs animaux de plusieurs espeéces. 


4° PARTICULARITES PRESENTEES PAR LES CORPS DE NEGRI. 


Demeurés fidéles & opinion que nous avons toujours sou- 
tenue au sujet de la nature des corps de Negri, nous persistons 
4 les considérer comme une simple réaction cellulaire 4 l’égard 
du « contage » rabique. Les virus renforcés et les virus atté- 
nués fournissent un argument important en faveur de cette 
maniére de voir. Il n’est guére niable que, si elle est erronée, 
tout se passe ici comme si elle était juste. Les virus exaltés 
& périodes courtes d’incubation et d’état ne sont pas négri- 
genes parce que les corpuscules n’ont pas le temps de se 
former, tandis que, dans la rage a virus atténué, ces mémes 
corpuscules présentent des variations en rapport avec l’allon- 
gement de la durée de la maladie. Les observations relevées 
ont porté sur des chats, des lapins, des cobayes, des souris 
grises et des rats gris morts de la rage dont la période d’état 
a varié de huit a trente-quatre jours. Les coupes ont été trai- 
tées par les méthodes de Mann ou de Giemsa, les frottis par 
Ja coloration de Gerlach. Les recherches ont été faites non 
seulement dans la corne d’Ammon et dans le noyau optique 
basal mais encore en dehors de ces lieux d’élection : dans le 
vermis médian du cervelet, dans l’écorce cérébrale antérieure 
ou postérieure, dans les cornes grises de la moelle dorsale ou 
lombaire. Dans tous les cas, les corpuscules de Negri ont été 
mis en évidence sans difficultés car, d’une facon générale, chez 
Jes animaux morts de rage A virus atténué, les corps de Negri 
sont trés répandus dans le névraxe. Il ne semble pas qu’ils 
soient plus volumineux que dans la rage & virulence moyenne. 
Contre toute attente, nous n’avons jamais rencontré de ces 
corpuscules géants de 10 4 12 » qui ont été signalés a propos 
de certains virus de rue. Les dimensions varient de 2 A 3 v. 
pour les plus petits, de 6 & 7» pour les plus gros ; on en ren- 
contre également des punctiformes a l’origine des cylindraxes. 
S/ils ne sont pas plus volumineux que dans la rage causée par 
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des virus moyens, ils sont plus nombreux dans les neurones 
atteints. Il est rare de rencontrer des corpuscules isolés ; ils 
semblent au contraire s’accumuler dans le cytoplasme ot on 
peut en compter 5, 6 et méme davantage. La forme et la 
structure n’ont donné leu 4 aucune remarque spéciale. L’affi- 
nité tinctoriale est normale ; la méthode de Mann les colore 
toujours en rouge. Aucun phénoméne métachromatique n’a 
été constaté, notamment aucun corpuscule coloré en bleu par 


le Mann n’a été observé. 


* 
** 


Quelle est, au point de vue de la vaccination antirabique, 
limportance des virus naturellement atténués > Et, tout 
d’abord, quelle est, & ce méme point de vue, importance des 
virus naturellement renforcés ) Faut-il croire qu’une incuba- 
tion du lapin de quatorze a4 dix-sept jours corresponde pour 
Vhomme a une activité moyenne du virus, que les virus dits 
renforcés comportent pour lui un danger plus considérable et, 
inversement, les virus atténués une certaine sécurité ? Il serait 
téméraire et dangereux de l’affirmer. I] serait en effet erroné 
de vouloir juger la virulence d’un virus pour Phomme d’aprés 
Je résultat de Vinoculation au lapin. Babés a montré que le 
virus de loup d’une virulence extréme pour l’homme faisait 
souvent mourir le lapin aprés une incubation prolongée et, 
inversement, M. Rochaix a signalé Ja coexistence d’une longue 
incubation de la rage chez homme (une année révolue) et 
d’un virus sévére pour le lapin (mort le quatorziéme jour). 
L’un de nous (4) a montré qu’un virus renforcé pour le lapin 
ne présentait pas pour le cobaye vacciné ou non une sévérité 
plus grande qu’un virus normal. A l’appui de l’opinion que 
l’homme ne se comporterait pas de facon différente du cobaye, 
on peut avancer que, pas plus 4 Bucarest qu’a Constantinople 
ou & Tanger il n’a été observé de mortalité chez les personnes 
traitées aprés avoir été mordues par des chiens porteurs d’un 
virus renforcé. Toutes sont demeurées bien portantes et le fait 
ne parait pas di uniquement 4 ce qu’en raison du rentorce- 
ment du virus, des traitements particuliérement sévéres 


(4) P. Remucer. C. R. Soc. Biol., 7 mars 1925, p. 681. 
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auraient été institués. Dans ces conditions, il est permis de 
supposer que virus atténué pour le lapin ne signifie pas forcé- 
ment virus atténué pour homme. Une contamination dans la 
nature ou au laboratoire par un virus dit atténué comporte 
done les mémes précautions, le méme traitement antirabique 
qu'une contamination par un virus normal. Les virus atténués, 
tout comme les virus renforcés, paraissent ainsi plus intéres- 
sants du point de vue scientifique que du point de vue pratique. 


CONDITIONS ET MECANISME 
DE L’ACTION BACTERICIDE DE LA VITAMINE C. 
ROLE DE L’EAU OXYGENEE 


par AnokE LWOFF et Mapergine MOREL, 


(Institut Pasteur, Service de Physiologie microbienne.) 


Au cours de recherches concernant l’action inhibitrice de diver- 
ses substances sur le développement de Proteus vulgaris, nous 
avons été amenés a constater que Vacide l-ascorbique peut, dans 
certaines conditions, empécher la multiplication microbienne jus- 
qu’a la dilution de 1/100.000. En fait ce n’est pas la vitamine C 
qui est responsable de cette action, mais eau oxygénée, produit 
intermédiaire de son oxydation. Ce sont les expériences qui nous 
ont conduits a cette conclusion, qui sont relatées ici, 

On sait que acide ascorbique peut agir sur les microorganis- 
mes de trois facons différentes : 

1° Comme facteur de croissance pour certains flagellés para- 
sites : Leishmania et Schizotrypanum (M. Lwoff 1938), Tricho- 
monas (R. Cailleau 1938). 

2° En permettant le développement des bactéries anaérobies 
strictes en présence d’oxygéne (Ehrismann 1936, Patoka 1937, 
Kligler et Guggenheim 1938, etc...). 

3° En exercant une action microbicide, bactériolytique (Grooten 
et Bezssonoff 1935), trypanolytique (Strangeways 1937) ou inhi- 
bitrice (Boissevain et Spillane 1937, Ehrismann 1940). 

D’aprés Ehrismann, seul le développement des aérobies stricts 
serait inhibé a l’exclusion de celui des anaérobies stricts et des 
anaérobies facultatifs. 


Tecunrours. — Nous avons utilisé le Proteus vulgaris, souche 
« X19 Syrie » de la collection de l'Institut Pasteur. Les essais ont 
élé effectués dans le milieu synthétique précédemment décrit par 
M. Morel (1941) dont la formule est dérivéé, par Vintermédiaire de 
celle de Lwoff et Querido (1938), de la formule de Fildes (1938). Nous 
le désignerons par les lettres F. L. Q. M 


Phosphate monopotassique iss Sie PLO OIL ID: 9 
Sully Co wieyaqneiinien g Goes ae 208 6 oo oo 6 0 
Chlorure de potassium Ado eC See) eS Cone 0 
Slee CaMV, 56 5 oo 6 oO Oe boo dN 0 
NOONAN. Goo ooo 6 G5 Gao 656 G 5 Gon 0 
Eaupbidistilleet a smreyce meee: molars a ble .5 4.000 
Soude a 40 p. 100, q. s. pour pH 7,5. 
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Le milieu est réparti & raison de 5 cent. cubes par tube. Apres 
stérilisation, on ajoute dans chacun des tubes: 3, a0 

1° II gouttes d’une solution de glucose & 30 p. 100, stérilisee a 
part ; 

2° I goutte de la solution suivante 


Citrate devfer 0 Sage Ree ee ee eee atomic Onizg: 
Chloruresdexcalerum yee ne ee Opes 
Eau bidistillée . 100T Cac: 


Il est nécessaire, nous verrons tout A Vheure pourquoi, que la 
solution ferro-calcique soit parfaitement limpide. 

La solution de vitamine C (acide l-ascorbique de synthése Hoffman- 
La Roche) a toujours été préparée au moment méme de l’emploi. 
L’acide ascorbique est pesé, dissous dans un peu d’eau bidistillée ; 
on ajuste 4 pH 7,0 par addition de soude ; on ajoute la quantité 
d’eau bidistillée (dans un appareil de verre Pyrex) nécessaire pour 
obtenir une concentration de 1 p. 250 a 1 p. 500 ; on filtre sur bougie 
Chamberland L3,; on dilue aseptiquement si besoin est et lon 
introduit la solution de vitamine C dans le milieu. Celui-ci est 
dailleurs suffisamment tamponné pour que l'introduction d’une 
petite quantité d’acide ascorbique non neutralisé n’entraine pas de 
changement notable du pH. Nous devons insister sur le fait qu’une 
solution d’ascorbate de sodium ne reste neufre que pour autant 
quelle ne s’oxyde pas ; ’oxydation entraine une acidification consi- 
dérable, fait d'une certaine importance pratique lorsqu’on étudie 
laction de solutions concentrées de vitamine C dans des milieux 
dont le pouvoir tampon est insuffisant. 

L’ensemencement est pratiqué aussitét. I] s’écoule une heure 
environ entre le moment ot l’acide ascorbique est mis en solution 
ct le moment ou l’on ensemence, ce que l’on fait en général a partir 
d’une culture de vingt-quatre heures en milieu synthétique, pure ou 
préalablement diluée. Toutes les expériences ont été faites A la 
température de 28°C. 


EXprRIENCE TyPE. — Le Tableau I montre Jes résultats d’une 
expérience type. On voit que la durée de la phase négative dépend 
de deux facteurs : la dilution de la culture-souche, la concentra- 
lion en acide ascorbique. On voit aussi que : 

1° A concentration égale d’acide ascorbique, la durée de linhi- 
bition est d’autant plus longue que l’ensemencement a été moins 
abondant. 

2° A ensemencement égal, Vinhibition est d’autant plus longue 
que la concentration en acide ascorbique est plus élevée. : 

3° En présence d’acide: ascorbique a 1 pour 10:000, si l’ense- 
mencement est effectué avec une souche diluée a 1p. 100, Vinhi- 
bition est totale, c’est-a-dire que l’acide ascorbique exerce une 
action bactéricide. L’interprétation de ce phénoméne sera donnée 
ultérieurement. 


Les données quantitatives concernant l’action’ de lacide ‘ascor- 
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bique sont done forcément relatives. Mais en opérant dans des 
conditions comparables, nous avons obtenu des résultats toujours 
trés voisins de ceux du Tableau I. A la suite d’un ensemencement 
faible, donnant cependant en vingt heures une culture abondante 
dans les tubes témoins, l’action inhibitrice (1) de Vacide ascorbi- 
que s'est manifestée jusqu’&a une dilution de 1/200.000, dilution 
active limite observée dans nos expériences. Ces conditions com- 
portent, répétons-le, l’emptoi de solutions ferro-calciques dépour- 
vues de précipité de fer. 


TasLeau I, — Expérience-type d’inhibition de Proteus vulgaris 
par la vitamine C. 


ENSEMENCEMENT CONCENTRATION EN VITAMINE C 


pratiqué 

avec I goutte 1 pour 50.000 1 pour 10.000 
d'une souche 

de 24 heures (1) 


Qe he 48 h. 727 ne 24 h. 4S h. Wh 
+ + {+++ 
+ 0 ~ 


NOa COWES 5 5 5 a 5 5 ~ J+t4+ 
DiluéerOstoiswe se 0 a au 
0 0 0 (2) 


Diluée 100 fois. . . 


= 
aod 
Se 


Milieu F. L. Q. M.; +++, culture trés abondante correspondant 4 une densilé optique 
de 200 environ; ++, culture moyenne correspondant a une densité optique de 50; 
+, culture assez faible correspondant 4 une densité optique de 10 a 20; +, culture 
tres faible correspondant a une densité optique < a1. La densité optique est exprimée 
en graduations de l’électrophotométre de Meunier. Une unité correspond a une dimi- 
nution de la densité optique de 0,005 pour une lumiére filtrée de % moyenne efficace 
de 0,55 » environ. Epaisseur utile de la cuve : 10 mm. 

(1) La souche a une densité optique d’environ 200, 

(2) Pas de culture visible aprés 1 mois. 


ACTION ANTAGONISTE DE L’EAU PEPTONEE. — L’acide ascorbique 
exerce done une action inhibitrice trés nette sur Proteus vulgaris. 
Cependant, dans le travail d’Ehrismann (1940), cette bactérie se 
trouve dans la liste des microbes dont la multiplication n’est pas 
entravée par la vilamine C. Mais Ehrismann a utilisé le bouillon 
peptoné. La discordance de nos résultats pouvait tenir a ce que 
des milieux différents avaient été utilisés : le bouillon peptoné 
pouvait renfermer des substances empéchant Vaction de Vacide 
ascorbique. Nous avons constaté effectivement qu'il suffit d’ajou- 
ter, 2 5 cent. cubes de milieu I’.L.Q.M., I goutte d’une solution 
4 2 p. 100 de « protéose peptone Difco » pour supprimer com- 
plétement l’action inhibitrice de Vacide ascorbique a 1 p. 50.000. 


(1) Nous disons pour le moment action « inhibitrice » 4 titre purement 
descriptif. On verra par la suite quil s’agit en réalité dune action anti- 
septique. 
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Une goutte d’eau peptonée a 1 p. 2.000 exerce la méme action, 
cest-a-dire qu’en présence de peptone a 1 p. 200.000, l’action 
inhibitrice de l’acide ascorbique a 1 p. 50.000 est supprimée. Le 
sérum de cheval a 1 p. 10.000 posséde la méme propriété. La 
peptone et le sérum de cheval renferment donc des substances 
antagonistes de la vitamine C. 

Quelle pouvait étre la nature de ces substances ? On sait que 
les groupements thiols exercent une action curative sur l’intoxi- 
cation ascorbique de amylase (Hanes 1935) et sur l’intoxication 
déhydroascorbique de la phosphatase (Giri 1938). 

La cystéine introduite dans le milieu & la concentration de 
1 pour 2.000.000 supprime complétement l’action inhibitrice de 
la vitamine C a 1 p. 50.000. Il ne s’agit pas 1a d’une action spé- 
cifique de la cystéine. Le glutathion a 1 p. 200.000, le sulfure 
de sodium a 1 p. 100.000 possédent la méme propriété. Le soufre 
réduit exerce done une action antagoniste vis-a-vis de lacide 
ascorbique. De plus, il existe une relation entre la concentra- 
tion en acide ascorbique et la concentration en cystéine nécessaire 
pour supprimer Vaction inhibitrice (voir Tableau IT). La concen- 


TasLeau Il. — Action antagoniste de la cystéine 
et de l’acide ascorbique. 


CONCENTRATION EN VITAMINE C 
CONCENTRATION EN CYSTEINE 


| 
1 pour 50.000 4 pour 5.000 1 pour 500 


- 10.000 000. . 
. 2.000.000 . . 
- 1.000.000 . 
. 200.000. . 
100000. 


330,000 /pharne a cae mee 


Rapport des dilutions (4). . > 40 —< 200 


Milieu F. L. Q. M. — Les cultures sont ensemencées avec 1 goutte d’une souche de 
24 heures diluée dix fois. Les résultats sont notés aprés 24 heures A 28°. 

(1) Rapport dilution maxima de cystéine neutralisant l'effet de l’acide ascorbique/dilu- 
tion de l’acide ascorbique. 


tration en cystéine doit atleindre, en poids, la quarantiéme partie 
de la concentration en vitamine C pour que lactivité de celle-ci 
soit supprimée. On pouvait alors envisager’ ’hypothése d’une 
compétition, entre la vitamine C et le soufre réduit, pour quelque 
enzyme ou coenzyme microbienne, hypothése dérivée, on le voit, 
de la conception de Fildes-Wood relative a la compétition amino- 
phénylsulfamide-acide p-aminobenzoique. 
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On sait que l’acide ascorbique exerce effectivement une action 
inhibitrice sur de nombreuses diastases : o- et $-amylase, acide 
dioxymaléique-oxydase, fructosidase, -h-glucosidase, catalase, 
phosphatase du lait et du rein, papaine, uréase, protéinase du 
blé (2). Il paraissait cependant curieux qu’une substance éminem- 
ment physiologique comme la vitamine C ptt exercer une action 
inhibitrice & des concentrations trés faibles. 

La cystéine, comme tous les groupements thiols, possede une 
action protectrice vis-a-vis de ]’oxydation de l’acide ascorbique 
(Barron, Barron et Klemperer 1936, Hopkins et Morgan 1936). Il 
était done possible d’envisager l’hypothése que J’action anti- 
vitamine C des groupements thiols ne fait pas une action directe, 
mais que ceux-ci agissent en empéchant cette oxydation. 

La vitamine C peut se détruire de deux facons : par autoxy- 
dation en milieu alcalin et par oxydation en présence de cuivre. 
Or, si le cuivre ne se trouve pas mentionné dans la formule de 
notre milieu, il en existe certainement des traces puisque le 
Proteus s’y développe. Le cuivre peut provenir des impuretés des 
substances utilisées, en particulier du glucose. Nous avons cons- 
taté que acide ascorbique s’oxydait dans le milieu F.L.Q.M. La 
réalité de Voxydation a été démontrée : 

1° par la constatation effective d’une absorption d’oxygéne par 
Vacide ascorbique dissous dans le milieu de culture ; ces expé- 
riences sont données plus loin (Tableau VI) ; 

2° par le dosage de l’acide ascorbique : 


A. 4 miligrammes d’acide ascorbique sont dissous dans 100 cent. 
cubes de milieu F. L. Q. M. additionné de glucose et de solution 
ferrocalcique. 25 cent. cubes de la solution sont introduits dans une 
fiole d’Erlenmeyer de 100 cent. cubes. Le dosage de l’acide ascor- 
bique est effectué au moyen du 2-6-dichlorophénolindophénol suivant 
la technique de Meunier (1937). 


Aprés six heures de séjour a 37°, 58 p. 100 de la vitamine C 
est oxydée. Aprés vingt-quatre heures, il ne reste plus trace 
d’acide ascorbique. Par contre, l’acide ascorbique dissous dans 
de eau peptonée n’a subi, dans les conditions ott nous avons 
expérimenté, qu’une oxydation relativement lente. 


B. 250 milligrammes de vitamine C sont dissous dans de leau 
peptonée (« protéose peptone Difco ») a 2 p. 100. Le liquide est 
neutralisé par la soude (pH 7,0) et amené a 25 cent. cubes par addi- 
tion d’eau peptonée. Dans les mémes conditions que dans l’expé- 
rience précédente, il y a eu en six heures oxydation de 13 p. 100 
de la vitamine C, en vingt-quatre heures, de 24 p. 100. A ce moment 
le pH de l'eau peptonée était de 6,5. 


(2) Bibliographie in Nord-Weidenhagen (1940). 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 68, n> 4-5-6, 1942. 23 


328 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


La stabilité de l’acide ascorbique n’a pas été mesurée en preé- 
sence de cystéine en raison de la difficulté d’effectuer des dosages 
de la vitamine C en présence de ce corps, mais on sait que la 
cystine diminue considérablement ou méme supprime loxyda- 
tion de Vacide ascorbique par le cuivre. Puisque les substances 
empéchant Voxydation de Vacide ascorbique suppriment son 
action inhibitrice 4 l’égard des bactéries, on devait envisager 
Vhypothése que ce n’é tait pas l’acide luiméme qui agissait mais 
un produit de son oxydation. 

Si cette hypothése était exacte, on pouvait s’attendre a ce que 
les solutions d’acide ascorbique oxydé fussent beaucoup plus 
actives que les solutions récemment préparées. 

Les expériences suivantes ont été réalisées : 


1° 10 cent. cubes de milieu F. L.Q. M., sont dilués avec 9 cent. 
cubes d’eau bidistillée et additionnés de 0 c. c. 4 de glucose a 
30 p. 100, de 0 c. c. 2 de solution ferro-calcique et de 0 c. c. 4 de 
sulfate de cuivre 4 1 p. 100.000. On dissout 40 milligrammes d’acide 
ascorbique dans ces 20 cent. cubes. La solution ainsi préparée est 
placée au bain-marie a 37°, et on fait barbotter de l’oxygeéne. 


Aprés deux heures trente, le dosage montre que 88 p. 100 de 
la vilamine C ont été oxydés : solution An 

Dans une autre expérience, dans les mémes conditions, l’oxy- 
dation a été de 80 p. 100 (le pH final est alors de 6,6) : solution B. 


2° 50 milligrammes de vitamine C sont dissous dans 12 ¢. c. 5 d’eau 
bidistillée. La solution est amenée & un pH compris entre 8 et 9, 
et placée au bain-marie a 37°. On fait barbotter de l’oxygéne pendant 
trois heures, le pH étant ramené entre 8 et 9 par addition de quelques 
gouttes de soude toutes les vinet minutes. 


Dans ces conditions, 92 p. 100 de la vitamine C ont été oxydés : 
solution C. 

La méme expérience avec barbottage d’air au lieu d’oxygéne 
a donné une oxydation de 79 p. 100: solution D. 

Les solutions A, B, C, D ont été filtrées sur bougie Chamber- 
land L 8, et introduites dans le milieu de culture. 

Les concentrations indiquées sur le Tableau III sont les con- 
centrations initiales de l’acide ascorbique avant Voxydation. 

On voit que Voxydation préalable, bien loin d’avoir augmenté 
le pouvoir inhibiteur de la solution, l’a diminué et qu’une solu- 
tion renfermant un mélange d’acide oxydé et non oxydé se com- 
porte a peu prés comme si Vacide non oxydé était seul actif. 

Deux faits se dégageaient done de l’ensemble de ces expé- 
riences 7 

1° Les substances empéchant Voxydation de l’acide ascorbique 
suppriment son action inhibitrice. 
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Tasteau Ill. — Action des solutions oxydées d’acide ascorbique. 


CONCENTRATION 
en acide ascorbique 
oxydé + non oxydé 


+++ ~ 


++ 
+++ + 
ele 


a’ ++-+, développement microbien aprés 24 heures. Ensemencement pratiqué avec 
I rae dune souche de 24 heures, diluée au dixiéme. 


2° L’acide ascorbique oxydé est dépourvu d'action inhibitrice. 

Ces deux constatations semblaient quelque peu contradictoires. 
Mais Vaction de l’acide ascorbique pouvait étre due a une sub- 
stance fugace se formant au cours de l’oxydation de la vita- 
mine C. Cette substance pouvait étre Peau oxygénée. 


ROLE DE L’EAU OxyGENEE. — Tout en poursuivant nos expé- 
riences nous recherchions si cette hypothése avait été envisagée. 
Un seul auteur a rapporté Vaction de l’acide ascorbique a l'eau 
oxygénée formée durant son oxydation. C’est Strangeways (1937), 
qui a observé Vabsence d’effet trypanocide dans le vide et la sup- 
pression de l’action trypanolytique de la vitamine C par des pré- 
parations de catalase. Ce travail n’a pas attiré Vattention d’Ehris- 
mann. Cependant la formation d’eau oxygénée au cours de loxy- 
dation de l’acide ascorbique a été effectivement constatée par 
Holtz et Triem (1937) et par Schales (1938). Il est vrai que la 
quantité de peroxyde d’hydrogéne formé est toujours extréme- 
ment faible et on ne peut la mettre en évidence qu’au moyen de 
réactifs trés sensibles comme le «luminol» et encore, parfois, 
seulement en présence d’un catalyseur comme lhémine. Les 
quantités décelées semblent au voisinage de la limite de sensibi- 
lité de la réaction dont Vordre de grandeur est de 1/5.000.000. 

Si c’est l'eau oxygénée qui est responsable de l’action inhibi- 
trice de la vitamine C introduite dans le milieu, les substances a 
action peroxydasique ou catalasique doivent supprimer l’action 
inhibitrice. Tel est effectivement le cas. 

L’action inhibitrice de la vitamine C a 1/50.000 est supprimée 

ar : 

: 1° Le sang de lapin, hémolysé, a 1/200.000 ; on connait I’ac- 
tivité catalasique du sang. 

2° L’hémine (protohémine) a 1/10.000.000 qui posséde un pou- 
voir peroxydasique assez important. 

L’action d’une solution de vitamine C a 1/25.000 est suppri- 


mée : 
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1° Par la peroxydase de Wolff a 1/100. 
On prépare les solutions suivantes : 


a) 75 milligrammes de ferro-cyanure de potassium sont dissous 
dans 100 cent. cubes d’eau bidistillée stérile bouillie. 

b) 400 milligrammes de sulfate ferreux cristallisé sont dissous 
dans la méme quantité d’eau bidistillée stérile bouillie. 


Ces solutions sont portées a l’ébullition, puis refroidies et Von 
effectue le mélange. La peroxydase de Wolff ainsi préparée s'est 
révélée stérile. 

A la concentration de 1/100 dans le milieu pour Proteus, elle 
donne avec la benzidine une réaction des peroxydases trés nette, 
action conservée en partie aprés vingt-quatre heures de séjour a 
REC: 

2° Par le ferrocyanure de potassium. 

3° Par le sulfate ferreux & 1/200.000. 

On connait l’activité catalasique des sels de fer [Manchot et 
Lehman (1927), R. Kuhn et A. Wassermann (1933)]. 

Les substances organiques ou minérales a4 action catalasique 
ou peroxydasique suppriment done l’action inhibitrice de Vacide 
ascorbique. Comme les sels de fer sont dépourvus d’action sur 
loxydation de la vilamine C (Barron, de Meio et Klemperer 1985), 
on peut conclure qu’ils agissent dans nos expériences en détrui- 
sant eau oxygénée. Nous avons dit qu’il était essentiel de n’in- 
troduire dans le milieu de culture qu'une solution ferro-caleique 
parfaitement limpide. En effet une petite quantité d’hydoxyde de 
fer précipite parfois ; ce précipité supprime laction de la vita- 
mine C alors que le liquide clair est sans action. Il y a la une 
cause d’erreur importante a éviler. Pour des expériences d’une 
durée de plusieurs jours nous avons toujours expérimenté en 
Vabsence de la solution ferro-calcique. Le développement du 
Proteus se produit normalement pendant deux repiquages au 
moins, grace au fer apporté par Vensemencement et peut-é¢tre 
aussi au fer apporté par le glucose. 

Un point cependant paraissait digne d’attention : Peau oxyeé- 
née produite au cours de loxydation de Vacide ascorbique n’est 
jamais présente en quantité élevée. Celle-ci est de l’ordre de 
1/5.000.000, probablement parce que eau oxygénée intervenant 
comme accepteur dhydrogéne est réduite en donnant 2 molé- 
cules d’eau. I] fallait done vérifier qu’a des concentrations de eet 
ordre Peau oxygénée exerce une action inhibitrice. 

C’est ce qui a été effectivement constaté. Une solution d’eau 
oxygénée a été titrée par le permanganate, diluée dans Vleau 
bidistillée stérile et introduite dans le milieu F.L.O.M. en propor- 
tions voulues. 

L’eau oxygénée, a une concentration de 1 p. 4.000.000, exerce 
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une action inhibitrice sur Profeus vulgaris, action d’autant plus 
longue que la concentration est plus élevée (voir Tableau IV). 

Une solution d’eau oxygénée a 1,4M x 10-8 se comporte a peu 
pres comme une solution d’acide ascorbique a 1,1 M x 10—, 
cest-a-dire qu’il faut environ 78 fois plus d’acide ascorbique que 
eau oxygénée pour produire le méme effet. Enfin ’hémine et le 
sulfate ferreux suppriment l’action de eau oxygénée comme ils 
suppriment celle de Vacide ascorbique. La cystéine, par contre, 
est sans action. 

A concentrations supéricures a 1/400.000, Veau oxygénée 
exerce une action bactéricide nette. C’est ainsi qu’a une concen- 
tration de 1/80.000, il n’y a pas de développement dans des tubes 
de 5 cent. cubes de milieu ensemencés avec une goutte d’une 
souche diluée au 1/10. 

Si vingt-quatre heures aprés l’ensemencement on ajoute de la 
catalase (catalase du foie de cheval préparée suivant la méthode 
de Keilin et Hartree 1936 et filtrée sur bougie Chamberland L 3), 
on obtient une culture abondante deux jours aprés. L’addition de 
catalase est sans effet si celle-ci est ajoutée quarante-huit heures 
aprés Pensemencement en milieu + eau oxygénée a 1/80.000. 

Bien entendu, si la catalase est ajoutée aussit6t aprés l’ense- 
mencement, méme en présence d’eau oxygénée & 1/4.000, la multi- 
plication se fait normalement. Mais a cetle concentration, et aussi 
avec de Peau oxygénée a 1/40.000, les bactéries sont tuées en 
moins de vingt-quatre heures : Vaddition de catalase ne fait pas 
reparuir la multiplication. Pas plus pour l’eau oxygénée que pour 
Vacide ascorbique, ces données quantitatives n’ont de valeur abso- 
lue. Elles dépendent, bien entendu, a concentration égale d’eau 
oxygénée, de Vimportance de l’ensemencement. On verra tout a 
Vheure que l'eau oxygénée, & une concentration de 1/1.000, 
n’exerce qu’une action fugace sur la respiration d’une suspension 
assez dense de microbes. 

Ces résultats peuvent étre interprétés de la maniére suivante ; 
Proteus vulgaris posséde une catalase trés active: il suffit de 
verser un peu d’eau oxygénée sur le culot de centrifugation d’une 
culture de bactéries pour assister & un dégagement gazeux tres 
abondant. Proteus vulgaris est aussi trés riche en corps a fonc- 
lion peroxydasique : une suspension de bactéries bouillies donne 
une coloration bleue en présence de benzidine et d’eau oxygénée. 
Dans une culture de Proteus, il y a done tendance a la destruc- 
tion de eau oxygénée par la catalase et par les corps a fonction 
peroxydasique et l’on concoit facilement que V’intensité de cette 
action destructrice dépende de la valeur du rapport : nombre de 
bactéries/nombre de molécules d’eau oxygénée. 

L’eau oxygénée est également bactéricide en eau peptonce. 
Mais elle n’agit qu’a des concentrations beaucoup plus élevées 
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que dans le milieu F.L.Q.M. Dans une solution de « protéose 
peptone Difco » a 2 p. 100, la multiplication se produit encore 
pour une concentration de 1/400.000. Le développement est 
inhibé a 1/40.000 seulement (voir Tableau V), Ceci tient vraisem- 
blablement 4 ce que l’eau oxygénée doit étre détruite plus rapi- 
dement en présence de peptone, destruction dont les propriétés 
des sels de fer et des actions de surface peuvent élre tenues pour 
responsables. 


TasLeau V. — Action comparée de leau oxygénée en eau peptonée 
et en milieu synthétique. 


EANGENGE ANTON. EAU PEPTONEE MILIEU F. L. Q. M. 


en eau oxygéndée ; : . 
1 jour }2 jours/3 jours|4 jours] 1 jour |2 jours|3 jours] 4 jours 


4+++]+4++[4+++]++4]+4+4]4++ 
0 0 0 0 0 0 


SU Ome Ve eho (eet A 0 
+++/+++]+++|+++| 0 
+4+]+++/4++4]+++| 0 
. 2.000.000. . . .J +++)/+++]/4+++]/+4++ 0 
. 4.000.000. . . .J}++4++})/4+++4+)/4+4+4]/444+]) = 


_Lensemencement a été pratiqué a partir d’une souche de 24 heures en milieu synthé- 
tique (ayant subi un passage dans un milieu sans fer) et diluée 10 fois. 
0, pas de cullure; + a +++, densité optique de la culture (voir légende du tableau I). 


INFLUENCE DE L’ ACIDE ASCORBIQUE ET DE L’EAU OXYGENEE SUR LA 
RESPIRATION. — Ehrismann a étudié la consommation d’oxygeéne 
par des suspensions de bactéries au repos en présence de vita- 
mine C. Parmi toutes les souches, il n’a observé une diminution 
de la respiration que pour Micrococcus pyogenes aureus et Bac- 
terium enteritidis Breslau. Ceci pour une concentration de vita- 
mine C de 1 p. 100 et quel que soit le substrat. Pour quelques 
souches de B. coli, Ehrismann a observé une diminution de la 
respiration en présence de lactate alors que la respiration en 
présence de glucose n’était pas modifiée. Nous avons étudié lin- 
fluence de l’acide ascorbique sur Ja respiration de Proteus vul- 
garis. On trouvera dans le tableau VI et sur la figure 1 les résul- 
tats d’une expérience type. De nombreuses expériences ont donné 
des résultats identiques. Les mesures ont été effectuées par la mé- 
thode manométrique de Warburg, le CO, étant absorbé par la 
potasse. Les bactéries utilisées sont des germes prélevés dans une 
culture en milieu synthétique durant la phase logarithmique de la 
croissance. L’examen du tableau montre que l’acide ascorbique est 
oxydé de fagon notable pendant la premiére demi-heure qui suit 
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son introduction dans le milieu de culture. Par la suite, Voxyda- 
tion se poursuit lentement mais réguliérement. Il est impossible 
de dire si la présence des bactéries influe sur Yoxydation de la 
vitamine C. IL peut y avoir production par les bactéries de sub- 
stances empéchant Voxydation de la vitamine ; lhypothése que 
les bactéries accéléreraient cette oxydation ne semble pas devour 
étre retenue. Quoi qu’il en soit, examen de la consommation 
d’oxygéne dans les manométres 3-4 et 5-6 montre nettement que 
la vilamine C diminue la respiration de Proteus vulgaris de 
65 p. 100 environ. Ceci reste exact méme dans l’hypothese la 
plus défavorable d’aprés laquelle Voxydation de la vitamine C 
serait totalement inhibée et ott la consommation d’oxygéne serait 
seulement le fait des bactéries. 


TasLteau Vl. — Action de la vitamine C sur la respiration 
de Proteus oulgaris. 


CONSOMMATION D'Og 
en millimétres cubes 
ESPACE pendant 
NUMEROS PRINCIPAL DIVERTICULE (1) les 4 premiéres demi-heures 
2 cent. cubes 
1 2 3 4 
2. shins Milieu. C AR 6,4 4,0 32 
oe Culture. H,O 34,1 38,6 53,5 70 
4, Culture. H,O 34 Og ooea 5251. | 1655.6 
Die : Culture. C 39,8 Alia e) 44,4 Ray) 
6. he Culture. C| 41,7 14,4 444 42,8 
the re cn en cia Milieu. c+P 7,6 sais 3,04 3,84 
8. epi eae Culture. c+P 4936 | 86 5n ome] del 147,5 
OF Culture. 1p 4V,5 48 5 128 160 
5-2 20,6 3) 40,1 ais) 


La culture utilisée est une culture logarithmique, de 7 heures, dont la densité oplique 
a l'électrophotométre de Meunier est de 30, et a laquelle on ajoute du glucose. La solution 
de vitamine C est faite au moment méme de lexpérience dans de l'eau bi-distillée. Le 
contenu du diverticule est introduit dans espace principal immédiatement aprés la 
premiére lecture. Les mesures sont faites a 37° C. 

(1) C, 0,2 cm$ de vitamine C a1 p. 1.000; P, 0,2 cm3 de peptone a 2 p. 100; H,O, 0,2 cm? 
d'eau bi-distillée. 


On notera que dans les manométres contenant de Vacide ascor- 
bique et de la peptone, il y a une certaine consommation d’oxy- 
gene. L’oxydation de VPacide ascorbique n’est done pas comple- 
lement empéchée par la peptone. Cependant, nous l’avons mon- 
tré, celle-ci supprime Vaction inhibitrice de la vitamine C. En 
présence deau peptonée, lacide ascorbique n’exerce pas d’ac- 
tion sur la respiration, La respiration dans le milieu additionné 
de peptone et d’acide ascorbique augmente de la méme fagon que 
dans le milieu additionné de peptone seule. On remarquera que 
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] augmentation de la respiration est plus rapide en présence d’eau 
peptonée que dans le milieu synthétique seul. 

_ ot inhibition de la respiration par l’acide ascorbique, comme 
i} inhibition de la multiplication, est bien le fait de Peau oxygénée 
celle-ci_ doit exercer sur la consommation d’oxygéene la ‘meme 
action que la vitamine CU. C’est ce que prouve effectivement Vex- 
perience. Une cause d’erreur trés importante doit étre envisagée : 
Proteus vulgaris possede, nous l’avons dit, une catalase tree 
active. Cette catalase doit provoquer la décomposition de Veau 


» 3 (Proteus) 


5 (Proteus + vit.C ) 


(s-2) 


12 ane a am 
Dem- heures 
Fic. 14. — Pour lexplication voir la légende du Tableau VI. 


oxygénée introduite dans la suspension microbienne qui, pour 
des mesures de respiration, doit étre suffisamment dense. Dans 
les conditions ot nous opérons, le chiffre de la consommation 
doxygéne représente donc la différence entre Voxygéne con- 
sommé par les bactéries et loxygene dégagé par la catalase. 

Les calculs: montrent cependant (voir les tableaux VII et VIII) 
que la quantité d’oxygéne qui peut provenir de Peau oxygénée 
est relativement faible par rapport & la consommation totale. 
Dans nos expériences, l’eau oxygénée a élé versée dans la cul- 
ture cing minutes avant la premiére lecture, c’est-a-dire qu'une 
certaine proportion de son oxygéne a pu étre mobilisée par la 
catalase avant le début des mesures. 

Placons-nous dans Vhypothése la plus défavorable et admettons 
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que tout ’oxygéne de l’eau oxygénée soit dégagé pendant les 
vingt premiéres minutes. L’inhibition pendant cette période serait 
de 18-32-22 p. 100. Ces valeurs représentent done le minimum de 
Vinhibition. Il est trés difficile de mesurer l’inhibition produite 
par Peau oxygénée en présence d’organismes capables de la 
décomposer. Mais on peut en tout cas affirmer que l’eau oxyge- 
née diminue la respiration de Proteus vulgaris comme la vita- 
mine C. Cette constatation renforce la conception d’aprés laquelle 
action inhibitrice de l’acide ascorbique sur la respiration est due 
au peroxyde d’hydrogéne. 


Tastzau VII. — Action de ’eau oxygénée sur la respiration. 
Résultats expérimentaux. 


aNGILR CONSOMMATION D'O. CONCENTRATION | QUANTITE 
aa eae en millimétres cubes ; doxygéne 

Eocene par périodes de 20 minutes d@’H,0, que 

NUMEROS DIVERTICULE ans peut dégager 


0,2 cm$ de la culture (en sane 


34,3 45,2 | 60,8 | 84,4 0 

| 26,5 | 34,3 | 43 14,5 | 4 p. 364.000. 
| 16,9 26 |34 |48 |4 p. 94.000. 
| 40,2 18,9 | 47,4 | 24,3] 4 p. 36.400. 


Dans l’espace principal : 2 cm$ d'une culture logarithmique de Proteus de densité optique 40 a 
'6lectrophotométre de Meunier (voir légende du tableau [). L’eau oxygénée est introduite dans 
la culture 5 minutes avant la premicre lecture. Température : 37°.3 


ABSENCE D’ACTION DE L’ACIDE ASCORBIQUE EN ANAEROBIOSE. — En 
présence de substances empéchant l’oxydation de l’acide ascor- 
bique, celui-ci ne manifeste pas d’action inhibitrice. En labsence 
doxygéne, la vitamine C perd également cette propriété. Les 
expériences ont été conduites de la facon suivante. Le milieu de 
culture est réparti dans des tubes de 8 millimétres de diamétre 
qui sont ensemencés avec I goutte d’une souche non diluée. On 
ne peut pour cet essai en anaérobiose pratiquer des ensemence- 
ments plus faibles si l'on veut obtenir des résultats réguliers. 
Nous renvoyons pour cetle question au mémoire de M. Morel 
(1941). 

La solution acide ascorbique est préparée de la facon sui- 
vante : on pése dans un tube stérile une quantité déterminée 
@acide ascorbique ; on ajoule les quantités voulues d’eau bidis- 
tillée stérile, refroidie A 0° ; la solution de vitamine C est immé- 
diatement introduite en proportions voulues dans les tubes ov le 
vide est pratiqué immédiatement. Le contenu du tube est alors 


x 


bien mélangé par retournements. Il s’écoule a peine cing minutes 
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entre le moment ot Vacide ascorbique est mis en solution et le 
moment oti le vide se trouve réalisé. 


Tasreau VII. — Action de l’eau oxygénée sur la respiration. Calculs. 


CONCENTRATION | OXYGENE |CONSOMMATION |CONSOMMATION | DIFFERENCE | poURCENTAGE 
en eau de eau os tees maxima avec Rel bende 
oxygénée oxygénée| observée (1) probable le témoin inhibition 


34,3 
2814 
93,46 
26,6 


(1) En millimétres cubes doxygéne. 


On remarquera que la solution d’acide ascorbique n'est pas 
stérilisée, mais les tubes témoins, non ensemencés, n’ont jamais 
montré de développement microbien, ni en aérobiose, ni en anaé- 
robiose. Les résultats de Vexpérience sont consignés dans le 
Tableau IX. On voit que Vacide ascorbique n’exerce, en anaéro- 
biose, qu'une action inhibitrice nulle ou légére. Celle-ci peut étre 
due d’ailleurs & eau oxygénée formée aux dépens des traces 
d’oxygéne qui reste dissous dans le milieu. 

Lorsque, dans un des tubes, le vide a été incomplet, on constate 
que le développement microbien n’est inhibé que dans la partie 
supérieure de la colonne liquide. Cela ne peut tenir a une inégale 
répartiion de la vitamine C, car le milieu est, comme nous 
avons dit, trés soigneusement mélangé par retournements suc- 
cessifs des tubes. L’ensemble de ces expériences montre que 
Vacide ascorbique n’exerce d’action inhibitrice que pour autant 
qu’il se trouve en présence d’oxygéne. 


ACTION INHIBITRICE DE L’ ACIDE |-ASCORBIQUE SUR « BAcILLUs sUB- 
TILIS ) ET ( ESCHERICHIA COLI. » 

La trés grande sensibilité 4 Vacide ascorbique n’est pas un 
earactére propre 4 Proteus vulgaris ; nous l’avons retrouvée chez 
B. subtilis et E. coli. 

E. coli, souche Monod, de la collection de |’Institut Pasteur, a 
été cultivé dans le milieu F.L.Q.M. 

B. subtilis, souche Caron, de la collection de l'Institut Pasteur, 
a été cultivé dans le milieu suivant : 


Chlorhydrate dammonium........:.+..-- 0,75 g. 
Phosphate monopotassique.......-.-+.-+.-- 4,5 g. 
Calan de WORRGNNs 5 5 5 6 66 56 6 oe Oo eS 0,5 g. 
Sulfatemdemmasnesimtm si) teen) ene ens) tae 0,05 g. 

a HUD oi. 


Eau bidistillée. ..... 
Soude, q. s. pour pH 7,0. 


C3. Vy Oe ech) Sect) 
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Le milieu est réparti & raison de 3 cent. cubes par tube dans des 
tubes de 16 millimétres de diamétre. On ajoute dans chacun I goutte 
de glucose A 30 p. 100 et I goutte de la solution ferro-calcique. 


TasLteau IX. — Action de l’acide ascorbique en aérobiose 
et en anaérobiose. 


AEROBIOSE ANAEROBIOSE 
CONCENTRATION 


en vilamine C AS he 72 hh. VA ey 48 h. 


+++ ] +++ | +44 | +44 | 444+ 
0 0 = ++ | +4+ 

+ | +++ | +4++ 

0 + + | +44 | +++ 

+ | +++ | +44 | +44 | 444+ 

+++ | +++ | +44 | 444+ | +44 


Liensemencement a été pratiqné avec I goutte d'une souche de 24 heures non diluée. 


L’ensemencement est pratiqué, pour les deux bactéries, avec 
une souche préalablement adaptée au milieu synthétique par 
4 repiquages au moins, souche dgée de vingt-quatre heures et 
diluée au 1/10 ou au 1/100. Dans le tube témoin, il y a un déve- 
loppement abondant en vingt-quatre heures ; pas de développe- 
ment en présence d’acide ascorbique a 1/50.000. Dans les tubes 
contenant de Vacide ascorbique & 1 p. 50.000 et de la cystéine a 
1 p. 500.000, le développement se produit comme dans _ les 
témoins. 

B. subtilis, aérobie strict et FE. coli, aérobie facultatif, se com- 
portent done comme Proteus vulgaris. 


Discussion. 


Aprés avoir constaté que Vaction trypanocide de l’acide ascor- 
bique est supprimée par la catalase du foie et ne se manifeste pas 
dans le vide, Strangeways a — nous l’avons dit — conclu que la 
substance responsable était l'eau oxygénée ; il a émis Phypothése 
que c'est a celle-ci également quest due la prétendue action 
loxique de la vitamine C sur les virus et les bactéries. Pendant 
que, par voie biologique, Strangeways démontrait la formation 
deau oxygénée durant l’oxydation de lacide ascorbique, la 
preuve définitive — par voie chimique — de cette production 
était apportée par Holtz et Triem (1937). 

Mais mi lun ni lautre de ces travaux n’ont recu attention 
quils méritaient et dans son volumineux mémoire de 1940 
Ehrismann arrive & Ja conclusion que V’action inhibitrice de 
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acide ascorbique est en relation avee un changement du poten- 
tiel d’oxydo-réduction du milieu. Nos expériences montrent en 
tout cas que Vaction inhibitrice ou bactéricide de l’acide ascor- 
bique agissant en milieu synthétique a trés faible concentration 
— de lordre de 1 p. 50.000 a 1 p.-100.000 — est le fait de l’eau 
oxygénée formée. 

L’acide ascorbique introduit & concentration élevée — 1 p. 100 
a 1 p. 500 — dans un milieu peptoné — exerce-t-il son action de 
fagon directe, par exemple suivant l’hypothése d’Ehrismann en 
abaissant le potenticl d’oxydo-réduction du milieu ? Dans ce cas, 
ni les anaérobies stricts, ni les anaérobies facultatifs, ne devraient 
étre inhibés par la vitamine C; et c’est précisément ce qu’an- 
nonce Ehrismann dans les conclusions de son mémoire : « Le dé- 
veloppement des anaérobies facultatifs n’est pas modifié par 
Vacide ascorbique », Cependant Ehrismann a constaté lui-méme 
qu’Hemophilus influenzxe (aérobie facultatif) était — en eau pep- 
tonée — inhibé par Vacide ascorbique a concentration élevée 
(1 p. 100 4 1 p. 500). Mais Vauteur allemand n’est pas parvenu 
a arréter le développement en milieu peptoné de Proteus vulgaris 
ni d’Escherichia coli dont la croissance en milieu synthétique est 
cependant inhibée par l’acide ascorbique 4 1 p. 50.000. 

Nous pouvons cependant nous demander si, en eau peptonée, 
Vacide ascorbique n’agirait pas autrement que par l’eau oxygénée 
formée a ses dépens. Mais avant d’admettre lhypothése d’ Ehris- 
mann, nous devons cependant envisager les faits suivants : 

1° L’oxydation de V’acide ascorbique en eau peptonée n’est pas 
nulle. 

2° Cette oxydation aboutit a Vacidification du milieu. Nous 
avons vu que, pour inhiber la croissance de Proteus vulgaris, il 
faut beaucoup plus d’eau oxygénée en eau peptonée qu’en milieu 
synthétique. On comprend donc que Voxydation de l’acide ascor- 
bique en eau peptonée n’entraine pas forcément linhibition de la 
croissance microbienne. En tout cas, la multiplication de B. sub- 
tilis en eau peptonée (« protéose peptone Difco» a 2 p. 100) 
est Iégérement retardée en présence de vitamine C a 1 p. 100 
ou a1 p. 500. Ce retard est supprimé ou diminué par |’addition 
de catalase ; notons que B. subtilis lui-méme posséde une cata- 
lase trés active. Nous avons noté que le pH du milieu diminue 
notablement dans l’eau peptonée additionnée d’acide ascorbique 
2g epee 00: 

Cette acidification peut, a elle seule, expliquer le retard ou 
méme l’absence de multiplication des bactéries trés sensibles aux 
variations de pH. 

Enfin il faut se rappeler que de nombreuses substances peu- 
vent, 4 la concentration de 1 p. 100, retarder la croissance micro- 
bienne. 
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Nous admettrons, pour le moment, qu’une action propre de la 
vitamine C n’a pas été encore démontrée. L’action trypanocide 
de l’acide ascorbique est le fait de l'eau oxygénée qui se forme 
au cours de son oxydation (Strangeways). C’est également l'eau 
oxygénée qui est responsable de l’effet inhibiteur ou microbicide 
dans le cas des bactéries que nous avons étudiées, et peut-étre 
dans beaucoup d'autres. 

On s’explique ainsi que toutes les tentatives d'utilisation de la 
prétendue activité antimicrobienne de la vitamine C pour le trai- 
tement d’infections diverses n’ait donné jusqu’ici que des résul- 
tats négatifs, qu’il s’agisse de la tuberculose dans les expériences 
de Boissevain et Spillane ou du charbon dans celles d’Ehrismann. 

Nous avons parlé dans ce mémoire de l’action « inhibitrice » 
de l’acide ascorbique et de l’eau oxygénée sur la multiplication. 

L’expression : « action inhibitrice », traduit seulement le fait 
que ces substances retardent l’apparition de la culture. 

Ce retard pourrait étre di a deux causes : 

1° Une action bactériostatique' comme dans le cas du p-amino- 
phényl-sulfamide. 

2° Une action microbicide ; il est classique que la vitesse de 
mort des bactéries sous l’influence d’un antiseptique dépend de 
la concentration de cet antiseptique, et du temps pendant lequel 
il agit. Cette relation est donnée par Véquation de Watson : 
Ct = k, ou C est la concentration de l’antiseptique, n, un coeffi- 
cient variable pour chaque substance, et ¢, le temps nécessaire 
pour la désinfection. Dans le cas de l'eau oxygénée agissant sur 
B. typhosus et B. colt, n est égal a 0,5, c’est-a-dire que la vitesse 
de désinfection est proportionnelle 4 la racine carrée de Ja con- 
centration (Reichel 1908, Chick 1930). 

On congoit done que l’apparition d’une culture soit considéra- 
blement retardée si une infime proportion seulement de bactéries 
ensemencées est vivante au moment owt la destruction de leau 
oxygénée dans le milieu permet le départ de la multiplication. Si 
telle est Vessence du phénoméne étudié, l’expression « action 
inhibitrice » n’a, comme nous l’avons dit, qu’une valeur descrip- 
tive. I] s’agit en fait d’une action antiseptique, soit partielle, soit 
totale. Il n’y aurait done pas de différence fondamentale entre la 
prétendue action inhibitrice et la prétendue action bactéricide de 
Yacide ascorbique, puisqu’il s’agit en somme des diverses moda- 
lités de Vaction antiseptique de l’eau oxygénée. 


CoNCLUSIONS. 


1° L’acide Lascorbique retarde ou empéche le développement 
de Proteus vulgaris en milieu synthétique. 
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2° A ensemencement égal la durée de V’action inhibitrice dépend 
de la concentration en vitamine C. Elle varie de quelques heures 
(1 p. 200.000) a quelques jours (1 p. 10.000). 

3° A concentration égale d’acide ascorbique, le retard est d’au- 
tant plus considérable que l’ensemencement est moins abondant. 
C’est ainsi que l’acide ascorbique A 1 p. 10.000 retarde le déve- 
loppement aprés ensemencement avee une goutte d’une souche 
non diluée, alors qu’il n’y a pas de développement du tout aprés 
ensemencement 100 fois plus faible. 

4° L’addition au milieu synthétique d’eau peptonée, de cys- 
téine, de glutathion ou de sulfure de sodium, supprime l’action 
inhibitrice de la vitamine C. 

Il y a une relation quantitative entre la concentration de cys- 
iéime qui supprime l’action de la vitamine C, et la concentration 
de celle-ci dans le milieu. 

5° Le sang hémolysé, ’hémine, la peroxydase de Wolff, le 
ferro- et le ferri-cyanure de potassium et le sulfate ferreux sup- 
priment l’action inhibitrice de la vitamine C. 


6° Les substances empéchant [action inhibitrice de J acide 
ascorbique sont, ou bien des composés qui empéchent son oxyda- 
tion, ou bien des corps possédant une activité calalasique ou 
paroxydasique. 

7° L’eau oxygénée a la concentration de 1 p. 4.000.000 a 
1 p. 400.000, exerce une action inhibitrice sur Proteus vulgaris 
en milieu synthétique. Cette action n’est pas empéchée par la 
cystéine. Elle est supprimée par ’hémine, la catalase et le sul- 
fate ferreux, et non par la cystéine. 

8° L’eau oxygénée a concentration plus élevée — 1 p. 40.000 — 
exerce également une action inhibitrice en eau peptonée. 

9° L’acide ascorbique et l’eau oxygénée inhibent la respiration 
de Proteus vulgaris. 

10° Le développement d’Escherichia coli et de Bacillus subtilis 
en milieu synthétique est inhibé par lacide ascorbique a 
1 p. 50.000. 

11° L’acide ascorbique a forte concentration (1 p. 100 a 
1 p. 500), retarde le développement de B. subtilis en eau pepto- 
née. Cette inhibition est diminuée ou supprimée par la catalase. 


12° L’exemple de Proteus vulgaris et d’Escherichia coli mon- 
tre que des aérobies facultatifs peuvent étre inhibés par la vita- 
mine C. 

13° La formation d’eau oxygénée au cours de loxydation de 
l'acide ascorbique a été démontrée par Holtz et Triem et confir- 
mée par Schales. L’eau oxygénée a été tenue par Strangeways 
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pour responsable de l’action trypanocide de la vitamine C. L’étude 
de Proteus vulgaris, B. subtilis et E. coli montre que le prétendu 
pouvoir inhibiteur ou bactéricide de la vilamine © est le fait de 
action antiseptique de l’eau oxygénée formée au cours de son 
oxydation. 
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ERRATUM 


Ces Annales, 1941, 67, p. 449. Mémoire de Madeleine Morel. Le texte, 
p- 454, 7 lignes avant la fin de la page, doit étre rétabli comme il suit : 
Nous pouvons inlerpréter nos expériences de la maniére suivante 
en aérobiose, le Proteus est capable de réduire Vion SO,——, puisqu’il 

peut se multiplier avec un sulfate comme seule source de soufre... 
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(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 5 février 1942. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


SUR LE VIRUS DE POLIOMYELITE (SOUCHE LANSING) 
ADAPTE A LA SOURIS 


par G. J. STEFANOPOULO, S. DUVOLON et J. ETEVE. 


Il nous a paru intéressant de résumer quelques observations 
faites au cours de ces derniers mois sur le virus de la _ polio- 
myélite (souche Lansing) adapté a la souris blanche. 


Rappelons qu’il s’agit d’une souche isolée en 1937 4 Lansing, d’un 
cas de poliomyélite a forme bulbaire, chez un adolescent de dix- 
huit ans, et entretenue depuis sur singe. Elle se trouvait & son 
quinziéme passage lorsque, en 1939, Charles Armstrong (1) réussit 
a la transmettre, seule parmi 4 souches étudiées, au « cotton rat » 
Sigmodon hispidus hispidus. Des essais fails en méme temps sur 
la souris blanche avec la méme souche avaient échoué. Apres 7 pas- 
sages sur le rat, la souche Lansing a pu étre adaptée a la souris 
blanche. D’aprés l’auteur, au neuvieme passage sur la souris, cette 
souche provoquait des phénomeénes paralytiques dans une proportion 
de 77 p. 100, aprés une incubation moyenne de trois a sept jours. 
Armstrong (2) note aussi des incubations beaucoup plus longues 
(quatre-vingt-treize jours), mais celles-ci sont rares. La souche parut 
se stabiliser A partir du douziéme passage. I] y a des différences 


(1) Ch. Armstrone, Publ. Health Rep., 1939, 54, 1719 et 2302 
(2) Ch. Arnmsrronc, Am. J. Publ. Health, 1941, 34, 229, anal. in Zentralbl. 


Bakt. Refer., 1941, 440, 475. 
Annales de UInstilut Pasleur, t. 68, n°° 4-5-6, 1942. 
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entre la maladie expérimentale de la souris et Vencéphalomyélite 
spontanée découverte chez ce rongeur par M. Theiler (3), et, d’apres 
P. K. Olitsky (4), ce dernier virus se différencie au point de vue 
immunologique du virus de la poliomyélite du singe. 

A la suite des travaux d’Armstrong, différents auteurs ont en vain 
essayé d’adapter d’autres souches de laboratoire au rat du genre 
Sigmodon ou a d’autres rats et des souris sauvages. J. A. Toomey 
el W. S. Takacs (5) ont étudié A ce point de vue 9 souches ; 
W. Mc Dowell Hammon (6) 1 souche ; J. Kessel et F. D. Stimpert (7) 
25 souches ; B. F. Howitt et W. Van Herick (8) 6 souches. Tout au 
plus certains de ces rongeurs se sont-ils montrés plus ou moins 
sensibles envers la souche Lansing de souris suivant l’espéce 
envisagée, = 

En 1940, J. A. Toomey et W. S. Takacs (9) réussirent a adapter 
au rat Sigmodon la souche « Flexner M. V. » et la souche « Phila- 
delphie » en additionnant au virus inoculé du filtrat de culture en 
bouillon de microbes du groupe coli-T.A.B. Ils ont en outre montré 
par l’épreuve de séro-protection qu’il n’y avait pas de rapports 
immunologiques entre la souche « Fl. M. V. » de souris et le virus 
de la chorioméningite lymphocytaire. A cette expérience positive 
il faut ajouter celle de C. W. Jungeblut et M. Sanders (10), qui 
ont réussi a adapter, parmi 5 souches étudiées, la souche « S. K. », 
dun onzieme passage sur singe, au Sigmodon, et aprés 2 pas- 
sages sur ce rongeur, a la souris blanche. Cette derniére souche 
de souris, par certains de ses caractéres et son comportement chez 
la souris et le singe, se différencie de la souche Lansing. En outre, 
la souche « S. K. », aprés 70 passages sur souris, a pu étre transmise 
par ces auteurs au cobaye (11). 


Lorsqu’elle nous fut communiquée, la souche Lansing de 
souris se trouvait & son trentiéme passage. Les constatations 
faites au cours des 15 premiers passages effectués par nous, 
confirment au point de vue de la maladie expérimentale dans les 
grandes lignes les résultats obtenus parallélement 4 Paris par 
C. Levaditi (12). 

Pour nos passages, nous nous sommes servis en général d’une 


(3) M. Tueiter, Science, 1934, 80, 122. 

(4) P. K. Otrrsxy, Proceed. Soe. exp. Biol. a. Med., 1940, 45, 339. 

(5) J. A. Toomey et W. S. Takacs, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1940, 
45, 536. 

(6) W. Mc Dowett Hammon, Proceed. Soe. exp. Biol. a. Med., 1940, 45, 124. 
pe J. Kusser et F. D. Stimperz, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1940, 
45, 665. 

(8) B. F. Howirr et W. Van Hericx, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 
1941, 46, 431. ; 

(9) J. A. Toomey et W. S. Taxacs, Proceed. Soc. exp. Biol., a. Med., 1940 
45, 364 et 1941, 46, 22. ae | 

(10) C. W. Juncestur et M. Sanvers, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med. 
1940, 44, 375. 

(11) C. W. Juncestur et M. Sanners, J. Am. med. Assoc., 1941, 146, 2136. 

(12) C. Levaprrt, Bull. Acad. Méd., 1941, 124, 418 et 425, 285. 
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émulsion, au 1/50 dans l’eau physiologique, de cerveau et de 
moelle d’animaux sacrifiés au moment des symptomes paraly- 
tiques. Les inoculations ont toujours été faites par voie intracéré- 
brale. La voie sous-culanée, intrapéritonéale (méme apres injec- 
tion intracérébrale d’empois d’amidon), la voie intranasale, nous 
ont toujours donné des résultats négatifs. 


Les premiers symptoémes de la maladie apparaissent chez la souris 
apres une période d’incubation qui varie entre deux et vingt jours 
avec deux maxima de trois 4 six jours et de neuf A treize jours 
(v. fig. 1). Malgré le nombre des passages effectués A ce jour, ce 
caractere persiste, quoique la mortalité atteigne environ 92 p. 100. 


247 jours (max: 526) 
6422 jours (max.:94/3) 
23 2105 jours 


28 % 


12 65 A” 


woul 


~~ 
of 


Nombte de souris tombees malades. 


~P& HAAN &S 


SERA SOMES Sia Cone led coer 129 


69 80 82 
Jours écoulés ole linoculatian & /2pparition des premiers symptémes oe la maladie 
Fic. 1. — Graphique montrant la durée dincubation chez les souris 


mortes de poliomyélite au cours des quinze premiers passages. 


Les paralysies caractéristiques ont pu étre constatées avant la mort 
dans 52 p. 100 des cas environ. Elles évoluent en un @ trois jours, 
mais elles peuvent durer jusqu’a dix jours (1 cas) ; elles aboutis- 
sent toujours a la mort. Chez certains animaux (30 p. 100 environ), 
elles étaient précédées d’une courte période « préparalytique » de 
vingt-quatre A quarante-huit heures (vingt-deux jours dans | cas) : 
poil hérissé, lenteur des mouvements, tremblements, troubles res- 
piratoires, etc. Mais, dans la majorité des cas, la paralysie survient 
brusquement sans grandes manifestations morbides et frappe 
d’emblée le ou les membres qu'elle doit toucher partiellement ou 
en totalité. Par ordre de fréquence, les parties intéressées sont 

l'une ou les deux pattes antérieures, les pattes postérieures, les 
muscles vertébraux, sacro-lombaires, scapulaires, etc. Une locali- 
sation relativement fréquente est celle de Poeil : plosis accompagné 
quelquefois de conjonctivite ou d’énophtalmie. Les animaux pans 
lement paralysés peuvent garder souvent pendant plusieurs heures 
cu, plus rarement, pendant quelques jours, une allure vive et leur 
démarche affecte alors, suivant les muscles intéressés, celle de 
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« phoque » ou de « canard », ou on les voit avancer un « bras 
ballant ». Dans ces cas, ce n’est que quelques heures avant la mort 
que l’on voit apparaitre les symptémes dordre général. Dans 
d'autres cas, on assiste avant la terminaison fatale, 4 la progression 
de la paralysie qui, en quelques heures, envahit successivement 


plusieurs membres et le systéme respiratoire. 


La présence du virus dans le névraxe des souris paralysées a 
été mise en évidence, au cours de nos expériences, du deuxiéme 
au trentiéme jour aprés l’inoculation. Nous avons constaté aussi 
que des souris ayant survécu 4 une inoculation intracérébrale ou 
ayant recu du virus par voie intrapéritonéale peuvent résister a 
une réinoculation intracérébrale. Ceci confirme les observations 
d’Armstrong (2), qui a également mis en évidence la présence 
d’anticorps dans le sang de souris inoculées par vole sous-cutanée. 

L’étude histopathologique de la poliomyélite expérimentale de 
la souris a été faite en détail par R. D. Lillie et Ch. Armstrong (18) 
et plus récemment par C. Levaditi (12). Les lésions observées 
sont comparables a celles que l’on trouve chez le rat (18) et chez 
le singe avant ou aprés le passage de la souche Lansing par le 
rat [J. A. Peers (14)]. Nous avons procédé a examen du névraxe 
d’une vingtaine de souris sacrifiées sept A cinquante et un jours 
apres Vinoculation et ayant présenté pour la plupart des para- 
lysies caractéristiques. Nous avons utilisé couramment les méthodes 
de coloration classiques : hématéine-éosine, Nissl, Mann, etc. (15). 
Des coupes furent pratiquées transversalement a l’axe cérébro- 
spinal, passant a différents niveaux du cerveau et de la moelle 
épiniére. Dans l’ensemble, les lésions sont celles classiques de 
la pohomyélite ; elles sont particuli¢rement nettes dans des cas 
ayant évolué en dix a vingt jours. Elles sont constituées par 
Vassociation, d’une part, d’une réaction inflammatoire : infiltra- 
tions cellulaires localisées ou diffuses, infiltrations périvasculaires 
pouvant intéresser aussi la substance blanche, et, d’autre part, 
de lésions dégénératives frappant les cellules nerveuses. L’atteinte 
de ces derniéres est extrémement variable et réalise des aspects 
divers : contours flous ou arrondis, chromatolyse, ou, au con- 
traire, aspect pycnotique de nécrose. Des cellules inflammatoires 
entourent, en général, les neurones lésés. Les images de neurono- 
phagie ne sont pas rares. Souvent aussi on note la disparition 
totale de cellules nerveuses, qui sont alors remplacées par des 
cellules d’infiltration. 


Quant a la localisation des lésions, signalons qu’au niveau des 
hémisphéres cérébraux, on ne trouve pour la plupart des cas que 


(13) R. D. Litt et Ch. Armstronc, Publ. Health Rep., 1940, 55, 115 et 718. 
(14) J. A. Peers, Publ. Health Rep., 1940, 55, 726. 
(15) Nous remercions Mle V. Saurrer de son concours. 
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de l'hyperhémie avec dilatation des capillaires, infiltration cellulaire 
surtout sous la forme de manchons_péri-vasculaires (fig 2) ua 
region bulbo-protubérantielle est plus atteinte ; hous y avons trouvé 
en dehors des infiltrations péri-vasculaires, des infiltrations cellu. 
laires diffuses ou focales et aussi des lésions des cellules nerveuses 
localisées, entre autres aux noyaux situés au contact du plancher 
du 4° ventricule (fig. 3). Mais les lésions les plus constantes et aussi 
les plus précoces sont au niveau de la moelle ow l’on peut remar- 
quer, en dehors des infiltrations cellulaires, les altérations caracté- 
ristiques des neurones déja décrites. Ces Iésions sont localisées aux 


Fic. 2. — Cerveau de souris d'un premier passage, sacrifiée & l’agonie le vingt- 
neuviéme jour aprés linoculation. Périvascularite accompagnant la voie de 

- conduction d’un faisceau nerveux (hémisphére cérébral). Coloration hématéine- 
éosine. Gross. : 65. (Photo Jeantet.) 


cornes antérieures, mais elles peuvent s’étendre aux cornes posté- 
rieures ; elles peuvent étre bilatérales, quoique souvent plus marquées 
d'un cété (fig. 4). Fait & noter, elles n’intéressent souvent qu’une 
petite partie de la colonne médullaire, & un niveau d’ailleurs assez 
variable. En ce qui concerne les méninges, celles-ci sont trés peu 
atteintes chez la souris. On ne rencontre le plus souvent qu’une 
légére infiltration de la leptoméninge et des septums au niveau de 
la moelle. Les plexus choroides, l’épithélium des cavités ventricu- 
laires, ’épendyme, semblent rester intacts. 


Ch. Armstrong (1) a montré que Vinoculation intracérébrale du 
virus Lansing au M. rhesus, aprés passage par le rat Sig- 
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modon, confére a cet animal une poliomyélite classique. D’apres 
J. A. Peers (14), les lésions histopathologiques du névraxe ne 
peuvent pas se distinguer de celles que détermine le virus du 
singe. Il nous a été donné d’inoculer par voie sous-cutance un 
rhesus avec le névraxe virulent (1 c.c. d’une émulsion au 1/50°) 
d’un quatorziéme passage sur souris. Ce singe (n° 784) a présente 
par la suite une maladie bénigne, sans élévation notable de la 
température, et s’est remis complétement aprés quelques jours. 
De Vobservation de ce rhesus retenons l’absence de virus dans- 


Fic. 3, — Cerveau de souris d’un onziéme passage, tombée malade le neuviéme 
jour, paralysée le dixiéme, sacrifiée le douziéme jour aprés linoculation, Foyer 
poliomyélitique; noyau du plancher du 4° ventricule. Coloration Nissl- 
Gross. : 560. (Photo Jeantet.) 


le sang circulant recherché le premier et le troisitme jour aprés 
Vinoculation, et dans le liquide céphalo-rachidien au quatriéme et 
seplieme jour; Vaugmentation du nombre des éléments cellu- 
laires dans le liquide céphalo-rachidien qui, de 24 au quatriéme 
jour, était monté 4 218 au sepli¢éme jour, pour redescendre a 11 
au dix-huitiéme jour ; le résultat négatif de la recherche du virus. 
dans les selles du singe [technique de P. Lépine (16)] au septi¢me 
jour, par inoculation 4 la souris. Les 4 souris témoins inoculées 
en méme temps que ce rhesus avaient toutes contracté une polio- 


(16) P. Lirine, C. R. Soc. Biol., 1939, 434, 573. 
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myélite typique et sont mortes ou ont été sacrifiées du troisicme 
au dixiéme jour aprés V’inoculation. 

_Mentionnons aussi que nos essais faits jusqu’ici pour passer le 
virus au cobaye et au rat blanc sont restés sans succes. Il en a 
été de méme de nos tentatives de cultiver ce virus sur tissus 
embryonnaires. 

> bvet TO > 7 4 35 h 
Par une série d’épreuves sérologiques V. H. Haas et Ch. Arm- 
strong (17) ont démontré que les sérums de convalescents de para- 


Fic. 4. — Méme souris que figure 2. Moelle dorsale. Corne antérieure droite = 
neurones en voie de destruction. Corne antérieure gauche : neurones presque 
disparus, infiltration cellulaire. Méningite. Coloration Nissl. Gross. : 135. 
(Photo Jeantet.) 


lysie infantile ou le sérum d’un grand nombre de sujets « nor- 
maux » possédent un pouvoir neutralisant in vilro envers la 
souche Lansing de souris. Cette souche se présente donc, du point 
de vue sérologique, comme le virus de singe. Ceci a permis aux 
auteurs de procéder a des épreuves de séro-protection en série 
-pour des recherches d’ordre épidémiologique au moyen de la 
souris. Nous avons pu étudier par le méme procédé le compor- 
tement d’un certain nombre de sérums de convalescents et de 
sérums humains « normaux » récoltés a Paris, ainsi que du 


(17) V. H. Haas et Ch. Arnmsrrone, Publ. Health Rep., 1940, 55, 1061. 


350 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


sérum antipoliomyélitique de I’Institut Pasteur (sérum de A. Pettit). 
Mais il est un inconvénient pour Vinterprétation des résultats : 
e’est le fait de Virrégularité qu’affecte l’évolution de la maladie 
expérimentale chez nos animaux, de provenance diverse il est 
vrai, irrégularité signalée également par C. Levaditi (12). On 
peut y remédier en partie en employant un grand nombre de 
souris pour chaque sérum a éprouver, en répétant les expériences 
et en soumettant les animaux inoculés a une longue observation. 
La pénurie actuelle d’animaux ne nous permet pas de présenter 
ici une statistique, mais nos résultats confirment jusqu’a présent 
ceux de V. H. Haas et Ch. Armstrong. Il est possible que 
Vemploi d’animaux sélectionnés ou une adaptation meilleure du 
virus a la souris rende |’épreuve de séro-protection plus pratique. 
Elle pourrait alors étre employée au titrage des immunsérums, 
comme ceci se fait couramment dans le cas de la fiévre jaune, 
par exemple. 

Des faits rapportés par les auteurs précités et de ce que nous 
venons d’exposer, il résulte que la souche Lansing de souris 
présente au point de vue expérimental et sérologique les carac- 
teres du virus de la polomyélite. En introduisant l’emploi de ce 
rongeur, Ch. Armstrong offre aux chercheurs un nouveau moyen 
d’étude de la paralysie infantile. 


(Institut Pasteur. Service des Virus.) 
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Séance du 5 mars 1942. 


Présidence de M. JAcQuEs TREFOUEL. 


COMMUNICATIONS 


SUR LES GALLES DES RACINES DE POMME DE TERRE 
PROVOQUEES PAR 
LE SPONGOSPORA SUBTERRANEA (WALLR.) T. JOHNSON 


par M": Y. DOUCHEZ. 


Spongospora sublerranea (Wallr.) T. Johnson est Pagent de la 
maladie connue sous le nom de « gale poudreuse de la pomme 
de terre »; les tubercules atlaqués présentent des « plaies chan- 
creuses » dont l’étude a été réalisée par Kunkel. Ce Myxomycete 
ne s’attaque pas seulement aux tubercules, il produit sur les 
racines de petites tumeurs qui ont été signalées et sommairement 
décrites par Melhus, Rosenbaum et Schultz (1). L’examen de 
quelques tumeurs de racines, que nous devons a lobligeance de 
M. J. Bouget, nous a permis d’apporter quelques précisions sur 
Vhistogénése de ces formations. Au point ott le plasmode, qui, 
selon Kunkel, est l’agent infectant, pénétre dans la racine, les 
cellules de l’écorce sont détruites ; celles du liber et du cambium, 
envahies A leur tour, subissent une hypertrophie et atteignent une 
taille six a sept fois plus grande que la normale ; elles perdent 
rapidement leurs caractéres de liber et de cambium et donnent 
naissance A un parenchyme compact indifférencié a grandes 
cellules qui constitue le tissu essentiel de la tumeur, Avant la 
pénétration du champignon, le noyau de Vhdte subit un gonfle- 
ment, les cellules sont rapidement envahies par les plasmodes 


(1) Metuus, Rosensaum et Scuurtz, J. agr. Res., 1916, 7, 218 
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dont les noyaux se disposent en cercle autour du noyau de Phote. 
Le plasmode digére le noyau ainsi que l’amidon trés abondant 
dans le cytoplasme. A mesure qu’on s’éloigne de la racine et 
qu’on s’enfonce dans le tissu tumoral, l’amidon est beaucoup plus. 
rare, les plasmodes sont remplacés par des sporanges : il y a eu, 
en raison de la disparition de la substance nutritive, enkystement 
des noyaux du plasmode et formation de sporanges : masses. 
rondes et creuses appelées : balles de spores. 


Les cellules du liber et les cellules du cambium, qu’il est du 
reste difficile de séparer nettement, envahies par le plasmode et. 
hypertrophiées, écartent les éléments ligneux et s’enfoncent assez 
profondément dans le cylindre fibro-vasculaire qui occupe tout le 
centre de la racine et qui subit une déformation. Les perturba-. 
tions qu’entraine ce processus peuvent disloquer l’assise cambiale 
dont les cellules aberrantes donnent naissance ultérieurement a 
des éléments du bois ou du liber ; on peut en effet retrouver des. 
tubes criblés ow des vaisseaux épars dans les tissus de la tumeur. 

Les choses se compliquent du fait que les plasmodes ne se 
bornent pas a provoquer l’hypertrophie des cellules qu’ils enva-- 
hissent. Ils exercent en outre une action hyperplasiante a distance : 
des cellules cambiales, non envahies, se multiplient en effet acti-- 
vement et se différencient en tissu ligneux et Ussu lbérien ; par 
suite de cette hyperplasie le tissu cambial, a | étroit dans la 
racine, s’élend dans la tumeur. De longues files de vaisseaux, 
accompagnés de cellules libériennes et de tubes criblés, se déve— 
loppent a partir de cette assise génératrice déplacée et s’élendent 
dans le tissu tumoral ; le bois, comme il est normal, élant orienté- 
vers l’intérieur, le liber vers l’extérieur. Par suile de la déforma- 
tion du cambium, résultat de son hyperplasie, lorientation de ces. 
vaisseaux néoformés se trouve modifiée ; sur les coupes transver- 
sales de la racine, ils apparaissent coupés longitudinalement ct 
sont, par conséquent, a angle droit avec le faisceau de la racine 
auquel ils se raccordent. Tous ces éléments néoformés : liber et 
bois, restent indemnes d’infection par les plasmodes. Toutefois, 
il faut remarquer que les cellules du liber n’accompagnent pas 
régulicrement les cellules du bois et on trouve, ca et la, a la 
place du hber, au contact méme du bois, des cellules hypertro- 
phiées et infectées : les cellules cambiales qui devaient donner du 
liber ont été envahies par le plasmode, hypertrophiées et ne se: 
sont pas différenciées. 

Dans certaines cellules hypertrophiées, mais toujours au voisi-. 
nage de la racine, nous avons observé des myxamibes dont l’ori- 
gine reste pour le moment obscure. 

En résumé, les galles de racines de pomme de terre, provoquées- 
par le Spongospora subterranea sont des tumeurs d’origine essen- 
tellement cambiale ; elles résullent d’une part de Vhypertrophie- 
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des cellules du cambium envahies par le plasmode ; d’autre part, 
de l’hyperplasie de Vassise génératrice, due a une action exercée 


a distance par le parasite sur des cellules restées indemnes. 
d’infestation. 


(Institut Pasteur, Service de Phylopathologie.) 


FERMENTATION DE LA CELLULOSE 
PAR UN ANAEROBIE THERMOPHILE 


par Jacques POCHON. 


Les microorganismes responsables de la fermentation de la 
cellulose 4 haule température (entre 60° et 70°) sont avant tout 
des bactéries anaérobies. Jusqu’ici l’étude de cette fermentation 
a surtout été faite du point de vue industriel ou agricole, les 
auteurs se souciant peu de la pureté des souches utilisées. Deux 
espéces seulement semblent avoir été isolées en culture pure, 
cette pureté étant cependant contestée. 

Nous avons repris la question, et, aprés dix mois, sommes par- 
venu a isoler une espéce nouvelle. 

Le milieu utilisé est celui de Scott, Fred et Peterson (1) [azote 
ammoniacal, azote aminé et cellulose sous forme de papier- 
filtre] ; les cultures ont été faites & 65°; du fumier en pleine 
fermentation a servi pour le premier ensemencement. La cellulolyse 
s’est produite vers le troisiéme jour. La souche a été purifiée par 
repiquages en série, tous les six jours, avec chauffage de cing 
minutes a 100° pour chaque passage. Cependant, un aérobie- 
restait constamment associé au cellulolytique ; c'est aprés un 
séjour de un mois et demi a l’étuve, sans repiquage, que la 
souche a pu étre entiérement purifiée. 

Il s’agit d’un anaérobie strict. C’est un batonnet de 5 » environ 
de long sur 0,5 u. Il ne se colore pas par la méthode de Gram. 
Les formes jeunes sont mobiles. Il est peu abondant dans le 
liquide de culture et se fixe sur les fibres de cellulose. Comme 
tous les cellulolytiques thermophiles, il présente un polymor- 
phisme accentué : cette forme courte se modifie rapidement ; un 
certain nombre de batonnets sporulent ; les spores sont ltermi- 
nales, rondes puis ovalaires ; c’est sous cette forme qu’elles sont 


(1) Scort, Frep et Peterson, Ind. and Eng. Chemistry, OS OMaio le 
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libérées (1,5 » de long). D’autres batonnets s’allongent et se 
mettent en chainettes plus ou moins longues ; la séparation des 
corps microbiens devient de moins en moins nette et la culture 
prend un aspect chevelu ; ce chevelu enserre les débris de fibres 
cellulosiques d’un véritable réseau. Température optima pour la 
cellulolyse = 65° ; minima = 42° ; maxima = 70°. 

Lors des fermentations dans les conditions optima, 95 p. 100 
de la cellulose est détruite en six jours. Il se forme essentielle- 
ment des acides volatils (acétique et butyrique), de petites quan- 
tités d’alcool et un pigment jaune. Le dégagement gazeux est 
considérable ; nous n’avons malheureusement pas pu déterminer 
la nature de ces gaz ; nous savons seulement qu’ils sont combus- 
tibles ; il s’agit vraisemblablement d’un mélange de gaz carbo- 
nique, d’hydrogéne et de méthane. 

Ce germe est trés difficile a cultiver en absence de cellulose ; 
il ne fait fermenter que les pentoses (xylose, arabinose et rham- 
nose); les hexoses sont faiblement fermentés, mais les passages 
s’arrétent dés le deuxiéme ou troisiéme repiquage. Les souches 
passées sur milieu aux pentoses conservent leur pouvoir cellu- 
lolyluque. Ce fait est d’un trés grand intérét (on sait que les 
pentoses constituent essentiellement les produits d’hydrolyse des 
bois d’angiospermes) ; il montre, en effet, l’adaptation trés pré- 
cise du germe et laisse espérer son utilisation possible au point 
de vue industriel. Les procédés classiques de préparation de 
Valeool a partir de la pate de bois (hydrolyse acide, puis fermen- 
tation par la levure) se heurtent justement 4 cette prédominance 
des pentoses. Ici la préparation de Valcool pourrait étre réalisée 
directement sans hydrolyse préalable. Des recherches sont en 
cours pour fixer les conditions de culture avec un rendement 
optimum en alcool. 

Quoi quil en soit, il s’agit d’une espéce thermophile nouvelle, 
différente de Plectridium snieszkoi (1940) et de Terminosporus 
thermocellus (1926), pour laquelle nous proposons le nom de Ter- 
minosporus thermocellulolyticus (1942). 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 
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FRACTIONNEMENT DU SERUM ANTICHARBONNEUX 
DE CHEVAL 


par Pierre GRABAR et Anne-Marie STAUB (1). 


Le sérum anticharbonneux de cheval posséde plusieurs acti- 
vités, mais jusqu’é présent on ne sait pas a laquelle il doit son 
pouvoir protecteur, de méme qu’on ignore le mécanisme exact de 
Paction pathogéne de la baciéridie. D’aprés les auteurs, le sérum 
anticharbonneux posséde les propriétés spécifiques suivantes : 
1° il contient des anticorps agglutinant les bactéridies et préci- 
pitant le hapténe polyosidique somatique et le haptéene polypepti- 
dique capsulaire de la bactéridie (2); 2° il exerce une action 
inhibitrice sur les protéases des extraits bactériens (8) ; 3° il pos- 
séde une action bactéricide (4) ; 4° il favorise la phagocytose des 
bactéridies (5). Il contiendrait, enfin, une antitoxine ou une anti- 
agressine, si les hypothéses de l’existence d’une toxine ou dune 
agressine se vérifient. 

Nous avons essayé de séparer les constituants du sérum anti- 
charbonneux de cheval dans le but d’obtenir des fractions ayant 
des activités différentes. Nous espérons éliminer ainsi les actions 
secondaires. Il sera plus facile ensuite de discerner parmi les 
propriétés de la fraction protectrice celles qui sont vraiment 
responsables de l’activité thérapeutique du sérum. 

Dans la présente communication, nous exposons nos premiers 
résultats. Ils montrent que l’on peut obtenir des fractions con- 
tenant l’une les précipitines et lautre les anticorps protecteurs, 
ce qui confirme les travaux d’autres auteurs qui ont admis que 
Yaction thérapeutique n’est pas rattachée aux précipitines (2). 
Nous avons pu, d’autre part, montrer qu’elle n’est pas non plus 
liée a Vaction inhibitrice du sérum sur la _ gélatinase. Nous 


(1) C’est au cours de mon séjour dans le laboratoire de mon pére que 
jai acquis toutes les connaissances théoriques et pratiques que je possede 
sur la question du charbon. Je suis heureuse de lui en témoigner toute 
mon affectueuse et filiale gratitude. 

(2) Sopernnem, Handb. d. Mikroorgan. UL 2, 1139. Scuarrrer et Savor, 
C. R. Soe. Biol., 1938, 127, 956 et 1938, 128, 34. Ivanovics, Zeitschr. Immunitdtof. 
1937, 90, 5. Pocnon, Rev. Immunol., 1938, 4, 457. 

(3) Scurrn, Berl. tierdztl Woch., 1936, 569. 

(4) Comprso), C. R. Soc. Biol., 1923, 89, 637. 

(5) Compiresco, Loe, cit. ; Ascott, Zentralbl. Bakt. 1, 1908, 47, 178. 
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-espérons que les expériences en cours d’exécution nous per- 
mettront d’obtenir des renseignements sur d’autres activités de 
ce sérum. 

On trouve dans la littérature des résultats contradictoires au 
sujet du mode de fractionnement du sérum pour séparer les pré- 
cipitines des anticorps protecteurs. Ascoli (6) trouve que dans le 
sérum anticharbonneux de l’ane, les anticorps protecteurs sont 
des pseudo-globulines. Sordelli (7), par contre, admet que dans 
le sérum de cheval les deux activités sont liées a des substances 
qui précipitent lorsqu’on dilue le sérum par de l’eau (donc dans 
la fraction des euglobulines). Nous avons essayé de séparer les 
anticorps protecteurs par plusieurs procédés employés pour la 
précipitation des euglobulines : dialyse contre de l’eau distillée 
seule, ou additionnée d’une solution tampon de pH = 5,3; élec- 
trodialyse, précipitation par adjonction au sérum de 4 et de 
‘9 volumes d’eau distillée avec ou sans tampon, saturation du 
sérum dilué par du gaz carbonique. 

Dans tous les cas, les précipités ainsi obtenus, repris par de 
la solution physiologique, ont été incapables de protéger le 
cobaye contre Vinfection charbonneuse — nous nous mettons 
ainsi en complet désaccord avec l’auteur argentin. Par contre, 
le précipité obtenu entre 30 et 50 p. 100 de saturation en 
SO,(NH,), contient bien les anticorps protecteurs, mais entraine 
une partie des précipitines que nous désirions éliminer de notre 
fraction protectrice. Cette élimination peut se faire soit par 
dialyse, soit par dilution du sérum. Comme le montre le tableau I, 
apres addition de 4 volumes d’eau, la grande majorité, aprés 
‘9 volumes, la totalité des précipitines sont précipitées du sérum. 
Nous avons employé dans nos expériences de précipitation les 
2 hapténes, capsulaire et polysaccharidique, préparés suivant la 
technique d’Ivanovics. Le tableau I montre que les anticorps pré- 
‘cipitant Pun ou Vautre hapténe sont contenus dans les mémes 
fractions du sérum. 

Ces résultats nous ont amenés 4 adopter la technique suivante 
pour l’obtention dune fraction protectrice exempte de précipi- 
tines. Au volume V de sérum on ajoute 9 volumes d’eau saturée 
le CO,. On laisse en contact vingt-quatre heures a la glaciére 
puis on centrifuge. Les euglobulines ainsi précipitées, dissoutes 
dans le sérum normal, se conservent bien aprés filtration sur 
bougie (8) [fraction A contenant la totalité des précipitines]. Le 
surnageant est additionné de SO,(NH,), jusqu’a 50 p. 100 de 
saturation. Le précipité laissé déposer vingt-quatre heures, centri- 
fugeé, repris par Veau, est dialysé contre une solution tampon 


(6) AScoLt, Zeitschr. Phys. Chem., 1906, 48, 315. 
(7) Sorvettr, Rev. Instit. Bact. (Buenos-Aires), 1927, 5, 352. 


(8) Elles forment des solutions trés peu stables dans eau physiologique. 
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TABLEAU J, 


—————————————— 


MILLIGRAMMES \DE HAPTENE 
précipités dans la zone déquivalence 
par 1 c. ec. de sérum ou de ses fractions 


FRACTIONNEMENT ramences au meme volume 
Hapténe capsulaire | Hapténe somatique 
Sérum enttier (V) ———___5 | 0,004<2<0,01 | 0,04 x2<0,4 
+4 volumes d’eau (5V). 
¥ 
. | 
Surnageant Y 
+5 volumes PARAGON GS AN se x= 0,004 x= 0), 0% 
d’eau (10 V). 
ty 
| | 
. . YY. | 
Précipité B ——> x =10, 604 0,01< £< 0,02; 
Y 
Surnageant C 
précipité par ‘SO ,(NH,), ———_> 0 0 


isotonique de pH =7,5 jusqu’a élimination des sulfates. Cette 
solution de pseudoglobulines (fraction B), filtrée sur bougie, se 
conserve bien ; elle ne contient plus de précipitines et est débar- 
rassée d’une proportion considérable des protéides du sérum, 
mais elle contient la presque totalité des anticorps protecteurs, 
comme le montre le tableau II. 


Tasieau II. 


DOSE EMPLOYEE INJECTION 
(injection sous- -ulanée 5 
FRACTIONS ee et) aetctiie KESULTATS 

centimétres cubes ea eereiep tes) 
Sérum 1 1/8 c.c., 2° vace.| + (7) V V 
Bias 4 1/8 c.c., 2° vacc.| + (4) + (4) Vv 
DB Reuket ae ag cnterw suas ee 2 Ay SACOG. 22 VAG. |= 1(0)) Vv Vv 
I NRE. 0 itr ot nee Renee 10 1/8 c.c., 2 vace.} + (2) + (2) + (2) 
Tém0wws =. a). 3 1/8 c.c., 2° vaec.| + (2) + (2) + (2) 


+, mort; les nombres entre parenthéses indiquent le nombre de jours de survie; V, 
survie. 
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Ces fractions ont été employées dans les recherches sur lacti- 
vité antiprotéasique. Nous nous sommes limités jusqu’a présent 
a l’étude de l’inhibition de la gélatinase d’une souche avirulente 
mais trés fortement cedématogéne, obtenue dans le laboratoire de 
M. Staub (9) suivant la technique de Stamatin (10). Nous avons 
élé amenés a étudier divers facteurs tels que : dessiccation des 
bactéries, concentration saline et pH de l’eau d’extraction, tempé- 
rature et durée de l’extraction qui interviennent lorsqu’on cherche 
a obtenir un extrait possédant une activité gélatinolytique conve- 
nable et nous avons abouti a une technique qui sera décrite d'une 
maniére détaillée & une autre occasion. L’activité des extraits a 
été d’abord mesurée par le titrage au formol mais nous avons 
préféré, par la suite, employer la technique préconisée par Malfi- 
tano (11), qui, bien que ne pouvant donner que des résultats 
relatifs, s’est montrée, dans la présente étude, plus simple, plus 
rapide et moins cotiteuse en extrait. Elle consiste a déterminer 
la dose minima nécessaire pour liquéfier, dans des conditions pré- 
cises, une certaine quantité de gélatine. Pour mesurer |’action 
antagoniste du sérum, ou de ses fractions, nous avons recherché 
la quantité nécessaire pour s’opposer a l’action d’un volume 
d’extrait égal & dix fois la dose minima active. 

Nous avons retrouvé toujours laction antidiastasique dans la 
fraction contenant les anticorps protecteurs, el en particulier dans 
la fraction B indiquée ci-dessus. Le tableau III reproduit Vexpé- 
rience dans ce dernier cas. 


TaBieau III. 


POUVOIR ACTION 
protecteur antidiastasique 
en pour cent en pour cent 
de celui du sérum | de celle du sérum 


PRECIPITATION 


des hapténes 


Sérum . Stay Sere a6 
Fraction I . . : : + 
Fraction Il. : 0 


Cette concordance des activités ne peut toutefois pas étre 
invoquée dans Vexplication du mode d'action du sérum_ théra- 
peutique. En effet (tableau IV) : 


(9) Nous tenons a remercier M. Staub des souches quiil a aimablement 
mises 4 notre disposition, ainsi que des conseils quil nous a donnés au 
cours de ce travail. 

(10) Sramarin, ces Annales, 1938, 64, 394. 

(11) Marrrrano et Srrapa, C. R. Soc. Biol., 1903, 57, 118. 
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TABLEAU LY. 


ACTIVITE ACTION 
thérapeutique antidiastasique 
SERUM en pour cent en pour cent 

de celle de celle 
du sérum actif du sérum actif 
de cheval de cheval 


| te 


Anticharbonneux de cheval... 100 400 
Anticharbonneux de cobaye.. . 100 << 
Anticedématiens de cheval. ... 0 > 200 
Normatlidexchevalissee ee. oa. 0 <@2 


1° Un sérum anti-cedematiens, incapable de protéger le cobaye 
contre linfection charbonneuse, inhibe pourtant l’action de la 
gélatinase plus fortement que ne le fait le sérum anticharbonneux, 
ce qui prouve en outre que la gélatinase de la bactéridie n’est 
pas spécifique (12). 

2° Un sérum protecteur obtenu sur le cobaye, aussi actif que 
le sérum de cheval utilisé dans toute cette étude, est absolument 
sans action sur la gélatinase bactérienne. Ce résultat assez para- 
doxal s’expliquerait peut-étre par la fugacité beaucoup plus 
grande des anticorps antidiastasiques chez le cobaye que chez le 
cheval. En effet, une prise de sang faite au cobaye quarante-huit 
heures aprés la derniére injection préparatoire a fourni un sérum, 
actif cette fois sur la diastase. Malheureusement, l’effet nocif des 
erands froids actuels sur l|’état des cobayes nous a empéchés de 
recommencer cette expérience. 

Nous pensons avoir ainsi élabli que: activité thérapeutique et 
action antagoniste de la gélatinase sont deux propriétés absolu- 
ment distinctes des sérums anticharbonneux. Cela ne signifie pas 
d’ailleurs qu’il ne puisse entrer en cause dans le mode d’action 
du sérum une autre action antidiastasique. Nous sommes en train 
d’éclaircir ce point, ainsi que V’action favorable a la phagocytose 
et l’action bactéricide de nos fractions de sérum. 

En résumé ces recherches nous ont amenés : 

1° A Vobtention, dans la fraction de sérum précipitée par 
9 volumes d’eau distillée, des anticorps précipitant les hapténes 
eapsulaire et polysaccharidique et dépourvus d’action protectrice ; 

2° A l’obtention dans la fraction des pseudoglobulines des anti- 
corps protecteurs entiérement débarrassés des précipitines mais 
contenant encore des antiprotéases ; 


(12) Cela Videntifie A la gélatinase des bactéries anaérobies dont Mle Guil- 
laumie a montré la non-spécificité, ces Annales, 1942, 68, 84. 


(or 


Annales de UInslitut Pasteur, t. 68, n°* 4-5-6, 1942. 2 
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3° A Ja certitude que lactivilé thérapeutique n’est pas lice a 
Vaction antagoniste du sérum sur la gélatinase ; 

4° Enfin, “Yexpérience faite avec le sérum anti-cedemaliens 
démontre la non-spécificité de la gélatinase de Bacillus anthracis. 


(Institut Pasteur.) 


ETUDES SUR LE POUVOIR ANTISULFAMIDE 


1. — LE COMPORTEMENT DE L’ACIDE p-AMINOBENZOIQUE 
ET DES PEPTONES 
VIS-A-VIS DE QUELQUES ESPECES MICROBIENNES 


par F. NITTI et J. TABONE 


La découverte des antisulfamides par Stamp et Green et leur 
identification chimique par Woods et Fildes ont apporté des 
notions nouvelles d’un grand intérét en physiologie microbienne. 

L’acide p-aminobenzoique (Woods et Fildes) ou son ester 
méthylique (Kuhn) ont une activité neutralisante vis-a-vis du sul- 
famide in vivo et in vitro. De plus, ces corps sont des facteurs 
de croissance pour certaines espéces microbiennes (Kuhn et 
Schwartz (1), Streptobacterium plantarum). 

Lwoff, Nitti et M™® Tréfouél (2) ont insisté sur le fait que des 
peptones bactériologiques contiennent des quantités extrémement 
élevées d’antisulfamides pouvant atteindre 1 g. pour 1.000, 
exprimé en acide p-aminobenzoique. 

Nous avions déja remarqué que des espéces bactériennes dif- 
férentes montraient des sensibilités inégales aux antisulfamides 
de la peptone et a l’acide p-aminobenzoique. Ce sont ces essais 
que nous allons rapidement résumer. 

Le pouvoir antisulfamide d’une peptone ne peut étre titré que 
par la méthode biologique et par comparaison avec une solution 
tilrée d’acide p-aminobenzoique. Nous avons utilisé dans ces 
essais le bacille Proteus X 19 en milieu synthétique trés sensible 
aux sulfamides et aux antisulfamides. Les résultats sont exprimés 
en acide p-aminobenzoique et se rapportent A des essais sur le 
Proteus X 19 cultivé dans un milieu chimiquement défini (3). 

Ayant titré nos peptones sur un germe donné, il nous sera 
facile par la suite de vérifier si tous les germes examinés ont une 


(1) Kunn et Scawartz, Ber. deut. chem. Ges., 1941, 74, 1617. 
(2) Lworr, Nrrri et Mme T'rirouit, ces Annales, 1941, 67, 173. 
(3) Lworr, Nirtr et Mme Trtrovit, ibidem. 
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sensibilité égale a Vacide p-aminobenzoique des antisulfamides 
de la peptone. 

Nous réunirons dans un premier groupe le bacille Proteus, le 
bacille du cdlon et le B. de Friedlander. Ces trois germes 
cultivent aisément dans le milieu synthétique que nous utilisons 
pour le Proteus. 

Le bacille du célon est extrémement sensible aux antisulfamides 
de la peptone et A Vacide p-aminobenzoique ; néanmoins, on note 
une plus grande sensibilité 4 l’acide p-aminobenzoique (une molé- 
cule d’acide neutralise environ 1.000 molécules de sulfamide), en 
d’autres termes le bacille du célon est légérement plus sensible 
que le Proteus 4 lacide p-aminobenzoique, mais aussi sensible 
que ce dernier aux antisulfamides de la peptone. 

Le pneumobacille de Friedlander se comporte exactement comme 
le bacille du célon. , 

Nous voyons ainsi que ces trois germes, Proteus, colibacille 
et Friedlander, se montrent sensibles aux antisulfamides de la 
peptone et a l’acide p-aminobenzoique. 

Dans un deuxiéme groupe, nous réunirons deux cocci, Gram- 
positifs, le streptocoque et le pneumocoque. 

Nous avions montré en 1937 (4) que, contrairement A ce que 
Yon constate pour le colibacille par exemple, les cultures de 
streptocoques et de pneumocoques pouvaient @lre inhibées en 
milieu peptoné par l’adjonction de sulfamide. Cette action bacté- 
riostatique, comme |’avaient montré Colebrook et Buttle dans les 
cultures dans le sang, était surtout sensible en présence d’une 
faible quantité de germes. 

Dans les essais actuels, nous avons ulilisé un milieu peptoné 
additionné de liquide d’ascite. Nous avons préalablement dosé 
l’activité antisulfamide de ce milieu pour le Proteus et trouvé, 
pour 10 c.c., 110 y en acide p-aminobenzoique. Malgré cette pro- 
portion élevée d’antisulfamide, l’action du sulfamide se manifeste 
cependant dans ce milieu, pour le streptocoque et le pneumo- 
coque, et une concentration de 20 mg. dans 10 c.c. de milicu 
(1/500) entrave, pendant huit jours ou plus, V’apparition d’une 
culture macroscopique des germes. 

D’autre part, 20 mg. de sulfamide sont trés aisément neutra- 
lisés par 10 y d’acide p-aminobenzoique (une molécule d’acide 
pour 2.000 de sulfamide environ). Nous voyons ainsi que, contrai- 
rement aux germes du groupe précédent, les pneumocoques et 
les streptocoques se montrent trés peu sensibles aux antisulfa- 
mides de la peptone, et par contre trés sensibles a l’action de 
Vacide p-aminobenzoique. 

Dans le troisiéme groupe, nous réunirons deux germes Gram- 
négatifs : le gonocoque et le méningocoque. Ces microbes sont 


(4) Nirt1, Bover et Me Derrrerre. C. R. Soe. Biol., 1937, 424, 16. 
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extrémement sensibles a l’action bactériostatique du sulfamide, 
méme en présence d’un large ensemencement. Des concentrations 
de 1/2.000 (1 mg. de 1162 dans 20 c.c. de milieu) sont souvent 
suffisantes pour empécher l’apparition d’une culture visible et 
ceci en milieu trés fortement peptoné de pouvoir antisulfamide 
voisin de 400 y pour 20 c.c. de milieu. 

Le méningocoque, a peu prés indifférent a Vaction antisul- 
famide des peptones, est également trés peu sensible a l’acide 
p-aminobenzoique. C’est ainsi qu’une molécule d’acide p-amino- 
benzoique débloque 2.000 molécules de sulfamide, dans le cas du 
streptocoque, 1.000 dans le cas du colibacille, 500 pour le Proteus, 
et ne débloque plus que 5 a 10 molécules pour le méningocoque. 

I] est A noter que, pour le Proteus ou le coli, par exemple, le 
rapport sulfamide-acide p-aminobenzoique reste constant; en 
d'autres termes, si l’on additionne les milieux d’une quantité dix 
fois supérieure de sulfamide, on obtiendra des résultats analogues 
avec dix fois plus d’acide p-aminobenzoique. Par contre, |’action 
antisulfamide de l’acide p-aminobenzoique pour le méningocoque 
ne se manifeste que si les concentrations de sulfamide sont assez 
faibles, et des concentrations de sulfamide a 1/1.000 a 1/2.000 
restent insensibles 4 des quantités trés élevées d’acide p-amino- 
benzoique. 

Enfin, citons en terminant, que la peptone contient un principe 
capable de neutraliser certaines propriétés de l’acide p-amino- 
benzoique. 

L’acide p-aminobenzoique, a doses élevées, exerce pour le 
bacille Proteus par exemple, cultivé en milieu synthétique, une 
action bactériostatique assez voisine, bien que beaucoup moins 
intense que le sulfamide. L’addition de peptone neutralise com- 
plétement cette action bactériostatique. La peptone contient ainsi 
lantagoniste du pouvoir bactériostatique de l’acide p-aminoben- 
zoique. 

En résumé, B. Proteus, E. coli et B. Friedlinderi se montrent 
également sensibles aux antisulfamides des peptones et A l’acide 
p-aminobenzoique. Les pneumocoques et les streptocoques sont 
peu influencés par les antisulfamides de la peptone, tandis qu’ils 
réagissent vivement a de trés faibles doses d’acide p-aminoben- 
zoique. Enfin, méningocoque et gonocoque sont pratiquement 
indifférents & l’action antisulfamide de la peptone, tandis qu’ils 
gardent une cerlaine sensibilité & Vacide p-aminobenzoique. 

Ces faits permettent de formuler trois hypothéses 

1° L’antisulfamide de Ja peptone et Vacide p-aminobenzoique 
seraient deux corps distincts. 

2° L’antisulfamide de la peptone pourrait étre un complexe 
protidique contenant dans sa molécule de l’acide p-aminoben- 
zoique, mais dont les propriétés antisulfamides seraient liées A la 
structure méme de ces complexes. 
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3° Enfin, le mode d’action des antisulfamides de la peptone 
pourrait étre différent, les peptones pouvant provoquer des modi- 
fications de la perméabilité microbienne par exemple, ou bien 
la perméabilité cellulaire serait inégale pour l’acide p-aminoben- 
zoique et Vantisulfamide des peptones. 

Nous verrons, en nous basant sur des recherches d’ordre 
chimique, les arguments qui permettent de choisir entre ces trois 
hypothéses. 

(Institut Pasteur.) 


RECHERCHES BIOCHIMIQUES SUR CL. H/STOLYTICUM 
ET L’INFLUENCE 
DE LA VITAMINE C SUR SON METABOLISME 


par A.-R. PREVOT et J. TAF¢ANEL. 


En tant que Pun des plus pathogénes parmi les anaérobies, 
Cl. histolyticum a déja donné lieu a de nombreuses recherches, 
et cependant, bien des inconnues subsistent au sujet de son méta- 
bolisme. Ainsi, on avait cru pendant longtemps qu’il ne sécrétait 
pas d’hémolysine in vitro et, tout récemment, M. Guillaumie a 
montré qu’il élaborait une hémolysine du méme type immunolo- 
gique que celle de W. perfringens (1). Ce fait nous a incités a 
étudier la fermentation du bouillon glucosé par cet anaérobie, 
fermentation non gazeuse, sans décarboxylation ni déshydrogéna- 
tion, qui a été diversement interprétée. D’aprés Henry (2), les 
acides volatils qu’il produit proviendraient uniquement de l’attaque 
des protides et non de celle des glucides et consisteraient en un 
mélange d’acides acétique et butyrique. D’aprés Sturges, Parsons 
et Drake (3), au contraire, il ne se produirait que le seul acide 
acélique et ceci aux dépens des protides seulement. 

Nous avons tout d’abord constaté qu’en effet Cl. histolylicum 
était hémolytique in vitro (alors quwil ne Vest nullement in vivo). 
Cependant ce pouvoir hémolytique ne s’est pas manifesté de la 
méme facon pour les 2 souches que nous avons étudiées. Ainsi, 
la souche « 114 C » (4), isolée en 1925 d’une appendicite aigué 


(1) M. Gumraumiz, Ass. Microb. L. Frane., ces Annales, 1942, 68, 84. 

(2) Henry, J. Path. a. Bact., 1917, 24, 544. 

(3) Sturces, Parsons et Drake, J. Bact., 1929, 418, 157. 

(4) Qui nous a été donnée par M. Guillaumie, ce dont nous la remercions 
vivement. 
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et conservée depuis cette époque dans le bouillon glucosé, s'est 
montrée d’emblée hémolytique. Au contraire, la souche « che- 
vaux » quia servi a l'un de nous, de 1922 a 1937, a la production 
de la toxine histolytique, qui pendant toute cette époque a été 
entretenue par passages sur cobayes et n’avait pas été repiquée 
depuis 1937, ne s’est pas montrée hémolytique d’emblée. Ce n'est 
qu’aprés 6 passages sur bouillon VF glucosé qu’elle a produit 
une petite quantité d’hémolysine. 

L’étude du métabolisme a été faite parallélement avec ces 
2 souches, ensemencées en bouillon VF glucosé 4 1 p. 100. Aprés 
neuf jours d’incubation a 37°, les résultats ont été les suivants : 


GLUCOSE ACIDITE NH 
détruit volatile ACIDES pour 


SOUCHES ea pH FINAL pore ACIDE FIXE | 100 c.c. 
100 c.c. 100 c.c. Polaris on 


en en 
m 
erammes - grammes SUNG 


Butyr. 


Ket Ac. lactique. 


Chevaux 


Butyr. 
Acét. 


M146 Ac. lactique. 


Ainsi Cl. histolyticum est un ferment acélo-butyro-lactique, 
gros producteur d’ammoniaque et capable d’atltaquer les glucides. 
Par conséquent, les acides de fermentation peuvent aussi bien 
provemr de l’attaque des glucides que de celle des protides. 
Toutefois, ayant remarqué que la souche « chevaux » ne détruit 
que 0,161 g. de glucose pour 100 c¢.c. de culture alors aue la 
souche « 114 C » en détruit jusqu’aé 0,440 g., nous avons pensé 
que sous l’influence de la vitamine C la consommation de la pre- 
miére pouvait étre augmentée. Pour vérifier cette hypothése, nous 
avons copes du bouillon VF glucosé a 1 p. 100 de méme pro- 
venance en 5 fioles a fermentation a raison de 750 ¢.c. par fiole, 
dont Pune servit de témoin et les autres recurent ae avant 
Yensemencement respectivement 0,25 cg., 0,50 eg., 0,75 cg. et 
I eg. de vitamine ©, ce qui porte les taux de vitamine a 
1 p. 300.000, 1 p. 150.000, 1 p. 100.000 et 1 p. 75.000. (Dans des 
expériences préliminaires, nous avions vu que l’effet inhibiteur com- 
mence & se manifester partir de taux supérieurs a 1 p. 75.000.) 
Voici les résultats de cette expérience aprés neuf jours d’ineuba- 
tioNiea. O77 

On voit que dans l’ensemble, l’addition de vitamine C : 1° aug- 
mente la consommation du glucose, qui devient maximum pour 
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TEMOIN 
MIP RANeNC ae 0,25 ce. 0,50 ae. 0,75 cc. Ae 
vtiamine | (1 P+ 300.000) |(1 p. 150.000)|(1 p. 100.000)| (1 p. 75.000) 


Glucose détruit p. 100.) 0,161 g.| 0,246 g. | 0,234 ©. | 0,219 0,427 
Acidité volatile 07302 g.| 07983 g. | 05342 ¢. | 0°310 0,930 @. 

utyr. 4 4 4 4 1 

R eee lle ee = = : . 

Sport eet, 30 10 10 5 5 


le taux de 1 g. pour 300.000 c.c. ; 2° augmente le taux de l’aci- 
dité volatile produite qui est maximum pour le taux de 1 g. pour 
acide butyrique 


150.000 c.c.; 8° modifie le rapport qui passe 


acide acélique 


a = au fur et 4 mesure que le taux de 


Ot) = 


progressivement de x 


Vacide ascorbique augmente. 

Nous pensons qu’il est permis de rapprocher ce dernier résultat 
des faits qui ont été mis en évidence par Aubel et Perdigon (5) 
a propos de Vinfluence de l’air sur la fermentation butyrique. 
Ces auteurs ont vu, en effet, que quand on supprime l’action de 
Vair sur la fermentation en opérant dans le vide, on augmente le 
rapport des corps en C, synthétisés aux corps en C, qui sont les 
produits normaux de la dégradation du glucose : ce rapport a été 
de 0,15 dans l’air et de 1,63 dans le vide pour les conditions de 
Jeurs expériences. Dans nos expériences, le rapport ~ est passé 

2 
eth Laon 
de 3%? On peut done penser que la vitamime C agit en sup- 
primant l’action de l’air sur la fermentation. 

Conclusions : 1° Contrairement aux données classiques, Cl. histo- 
lyticum est bien hémolytique in vitro comme |’a montré M. Guil- 
laumie ; 

2° Cl. histolyticum est un ferment acéto-butyro-lactique qui 
produit ces acides aussi bien a partir du glucose que des protides ; 

3° L’addition de vitamine C au bouillon glucosé augmente le 
taux de consommation du glucose, le taux de l’acidité volatile et 
modifie le rapport des corps en C, aux corps en C, en augmentant 

4 


Je quotient ¢! 
e quotient & 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


(5) Auset et Pernicon, C. R. Acad. Sci., 1940, 244, 439 
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PROCHAINES SEANCES 


Jeudi 9 avril 1942. 
Jeudi 7 mai 1942. 
Jeudi 4 juin 1942. 


Les séances ont leu, ad 16 heures, au Grand Amphithéatre de 
VInstitut Pasteur. 


Les membres désirant présenter des communications sont priés 
d’en aviser le Secrétaire général et de lui en communiquer le 
titre, pour permettre I’établissement de lVordre du jour de la 
réunion,. 


P. Le&pine, 


Secrétaire général. 


Le Gérant : G. Masson. 
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